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1.1. Endothel und Endothelfunktion 
 
Das Gefäßendothel, welches als einzellige Schicht das gesamte Gefäß-
system an seiner luminalen Seite auskleidet, wurde lange Zeit als einfache 
Barriere verstanden, d.h. als permeable Grenzmembran zwischen Intra- 
und Extravasalraum. 
Heute gilt es als eigenständiges, metabolisch hochaktives und gleichzeitig 
größtes Organ des menschlichen Körpers. Es bedeckt bei einem 70 kg 
schweren Mann eine Fläche von etwa 6 Tennisplätzen (ca. 350 m2) und ist 
mit einer Masse von bis zu 1800 g schwerer als die Leber (125). 
Dieses hochspezialisierte Zellsystem reguliert neben dem Austausch     
gelöster Stoffe zwischen Blut und Extrazellulärraum auch den Gefäßtonus 
durch Modulation des Kontraktionszustandes der darunter liegenden   
glatten Gefäßmuskulatur und spielt somit eine zentrale Rolle bei der Auf-
rechterhaltung eines adäquaten Blutflusses (17; 18; 123; 153). Weiterhin 
moduliert das Endothel auch die Blutgerinnung und Thrombozyten-
aggregation (9; 38; 62; 124). Darüber hinaus unterstützt das Endothel    
immunologische Prozesse und reguliert die Gefäßwandreparatur und das 
vaskuläre Zellwachstum (1; 7; 118). 
 
 
1.2. Endotheliale Autakoide 
 
Durch Stimulation mit Bradykinin, Acetylcholin, Noradrenalin (letztere 
wirken auch als Neurotransmitter) oder Erhöhung der Wandschub-
spannung  setzt  das  Endothel  eine  Reihe  vasoaktiver  Stoffe frei. 
Zusammengefasst werden diese unter der Bezeichnung „Autakoide“ 
(abgeleitet aus dem griechischen αυτός άκος = „selbst Heilmittel“),          
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da sie vorwiegend autokrin und parakrin wirken also ihrerseits das 
Endothel, die glatte Muskulatur sowie Blutbestandteile beeinflussen      
(19; 30; 61; 150). 
Die endotheliale Freisetzung dieser Faktoren wird unter physiologischen 
Bedingungen in einem empfindlich regulierten Gleichgewicht gehalten.   
Bei verschiedenen kardiovaskulären Erkrankungen, insbesondere der 
Atherosklerose, kann es zu einem Ungleichgewicht der Freisetzung 
verschiedener Autakoide kommen (3; 8; 130). 
Eine wichtige Einteilung der vom Endothel freigesetzten Mediatoren erfolgt 
hinsichtlich ihrer gefäßtonusmodulierenden Wirkung in vasodilatatorische 
sowie vasokonstriktorische Substanzen. 
 
 
1.3. Endotheliale Vasokonstriktoren 
 
Beispiele für Vasokonstriktoren sind die instabilen Cyclooxygenase-
produkte Prostaglandin F2, H2 und Thromboxan A2, die aus Arachidon-
säure gebildet werden, sowie das Peptid Endothelin-1, einem der 
potentesten Vasokonstriktoren (128; 157). Letzteres führt nach einer 
kurzen Vasodilatation zu einer lang anhaltenden Vasokonstriktion. 
Weiterhin wirkt Endothelin-1 in der glatten Gefäßmuskulatur im Gegen- 





1.4. Endotheliale Vasodilatatoren 
 
Unter physiologischen Bedingungen galten bisher „EDRF“ („endothelium 
derived relaxing factor“ = Endothel abhängiger relaxierender Faktor), der 
als Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert werden konnte, und Prostazyklin 
(PGI2) als die wichtigsten kurzlebigen vasodilatatorischen Autakoide (54; 
58; 114; 121; 136; 141). 
NO wird aus L-Arginin gebildet, wobei nach Abspaltung Citrullin verbleibt. 
Diese Reaktion wird im Endothel durch die membrangebundene 
endotheliale NO-Synthase (eNOS) katalysiert (100; 104). Neben Calcium-
unabhängigen Signalwegen wie Phosphorylierung der Synthase (34), 
durch Shear Stress (sog. Wandschubspannung) und gesteigerte zelluläre 
Tyrosinphosphorylierung (5) führt vorrangig die Erhöhung der 
intrazellulären endothelialen Calciumkonzentration durch diverse Stimuli 
zu einer Aktivierung der eNOS mit gesteigerter NO-Produktion. Die 
wichtigsten Stimuli sind Acetylcholin (Ach), Bradykinin (BK) und Shear 
Stress (18; 113). 
NO diffundiert als lösliches Gas sowohl in Richtung Gefäßlumen als auch 
in Richtung glatte Gefäßmuskelzellen, wo es die lösliche Guanylat-Zyklase 
aktiviert, welche durch Synthese des second messengers cGMP u.a. zur 
Senkung der intrazellulären freien Calcium-Konzentration in den 
Gefäßmuskelzellen beiträgt. Durch Kontraktionshemmung wird so eine 
Gefäßdilatation bewirkt (140). Weiterhin ist auch ein Calcium-
unabhängiger Wirkmechanismus der NO-assoziierten Gefäßrelaxation 
beschrieben, bei dem der kontraktile Apparat desensitiviert wird (151). 
Die Hemmung der NO-Bildung, beispielsweise durch nicht metaboli-
sierbare L-Arginin Analoga (Nω-Nitro-L-Arginin: L-NA), führt zu einer 
Blockade der endothelvermittelten Vasodilatation mit Verringerung des 
Blutflusses und Erhöhung des Blutdrucks (28). Wird das eNOS-Gen über 
Knock-out-Mutationen in Mäusen ausgeschaltet, führt das ebenfalls zu 
einer Erhöhung des Blutdrucks (69). 
Stimulus für die Synthese eines weiteren kurzlebigen und sehr potenten 
Vasodilatators, des Prostazyklins (PGI2), in Endothelzellen ist ebenfalls 
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eine Erhöhung des intrazellulären Calciumspiegels. PGI2 wird aus 
Arachidonsäure synthetisiert, welche aus Phospholipiden der Zell-
membran über die Calcium-abhängige Phospholipase A2 freigesetzt wird 
(67). Das ist der die Synthese limitierende Schritt. Aus Arachidonsäure 
wird durch Cyclooxygenase über Prostaglandin (H und I) Prostacyclin 
synthetisiert. PGI2 bindet an glatten Gefäßmuskelzellen an einen 
spezifischen Membranrezeptor (145), was über eine Erhöhung der 
intrazellulären cAMP-Konzentration über unterschiedliche Zielproteine 
bzw. durch Hyperpolarisation der Gefäßmuskelzelle mit Vasodilatation 
einhergeht. Außerdem steigert PGI2 die NO-Freisetzung (142). 
 
 
1.5. Entdeckung von EDHF 
 
Vor einigen Jahren konnte man einen weiteren Endothel abhängigen 
Faktor nachweisen, der eine Gefäßerweiterung bewirkt, ähnlich wie NO 
und Prostazyklin, von beiden aber unabhängig ist. Da er als Antwort auf 
diverse Stimuli eine Vasodilatation mittels Hyperpolarisation glatter Gefäß-
muskelzellen bewirkt, wird er als „endothelium-derived hyperpolarizing 
factor“, kurz und im weiteren Verlauf dieser Arbeit „EDHF“ bezeichnet (26; 
30). 
Die molekulare Identität dieses EDHF wird nach wie vor kontrovers 
diskutiert, wie im Weitern ausgeführt werden wird. EDHF führt durch 
Öffnung von Calcium-aktivierbaren Kalium-Kanälen (KCa-Kanäle) zu einer 
Hyperpolarisierung glatter Gefäßmuskelzellen. Dadurch nehmen die 
Öffnungswahrscheinlichkeit spannungsabhängiger Calciumkanäle und die 
zytosolische Calciumkonzentration ab. Das bewirkt eine Hemmung der 
Kontraktion der Gefäßmuskulatur und somit Relaxation. Im Bereich der 
Mikrozirkulation zeigt sich immer deutlicher, dass EDHF eine wichtige 
Rolle als Vasodilatator spielt. Daten hierfür liegen vor allem für die 
Mikrozirkulation wie z.B. Mesenterial- oder Skelettmuskelarteriolen sowie 
die Cremaster-Zirkulation des Hamsters, aber auch für die pulmonale 
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Zirkulation des Schweines und grössere Arteriolen und kleinere Arterien 
vor (10; 66; 120; 163). Unter bestimmten Umständen kann er sogar in 
pathophysiologisch veränderten Gefäßen, wo die Produktion von NO und 
Prostazyklin abgeschwächt und damit die Gefahr thrombotischer 
Ereignisse erhöht ist (111), die Rolle des funktionell wichtigsten 
Vasodilatators übernehmen (73; 146). 
 
 
1.6. Einfluss endothelialer Autakoide auf Thrombo-
zytenfunktion 
 
Arterielle Verschlüsse spielen bei der Pathophysiologie vieler Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, wie z.B. der des Herzinfarktes, eine entschei-
dende Rolle (55). Dabei ist die Aktivierung (Adhäsion und Aggregation) 
von Thrombozyten an der Wand pathologisch vorgeschädigter Gefäße der 
Hauptgrund für den plötzlichen thrombotischen Verschluss mit folgendem 
Infarkt (55; 74). Auch bei der Entstehung der Atherosklerose selbst spielt 
die Aktivierung von Thrombozyten eine wichtige Rolle (92).  
Durch die Produktion von Adenosin und Autakoiden übt das Gefäß-
endothel erheblichen Einfluss auf die thrombozytäre, Aggregation und 
Adhäsion aus (6). Die beiden vom Endothel produzierten relaxierenden 
Autakoide, Stickoxid (NO) und Prostazyklin (PGI2), hemmen auch die 
thrombozytäre Aggregation (12; 86), obwohl sie durch  ihren Einfluss auf 
die Gefäßmotorik charakterisiert wurden („relaxing factors“). Heute weiß 
man, dass sowohl NO als auch Prostazyklin bedeutende Schutzfaktoren 
gegen das Entstehen arterieller Thrombosen sind (70; 100; 119). 
Auch endotheliale Depolarisation und die daraus resultierende endo-
theliale Superoxid-Freisetzung kann Thrombozyten beeinflussen (77-79). 
Zu Beginn dieser Arbeit gab es Hinweise, dass auch ein EDHF von 
isolierten Gefäßen ins Lumen freigesetzt werden kann (2; 46). Weiterhin 
gab es Daten, welche die endotheliale Freisetzung eines EDHF aus 
kultivierten Endothelzellen beschrieben (44; 47; 133). 
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Es war jedoch bei Beginn der experimentellen Arbeiten dieser 
Doktorarbeit nicht bekannt, ob auch der zuletzt entdeckte, vom Endothel 
produzierte, NO- und Prostazyklin-unabhängige vasodilatierende Faktor 
EDHF die Thrombozytenaktivität hemmen bzw. ob er überhaupt einen 
Einfluss auf Blutbestandteile haben kann. 
 
 
1.7. Bedeutung des thrombozytären Membran-
potentials 
 
Das normale Ruhemembranpotential des menschlichen Thrombozyten 
liegt bei ca. -50 - -60 mV (53; 87; 158). Es gibt Hinweise, dass 
Änderungen des thrombozytären Membranpotentials die Funktion von 
Thrombozyten beeinflussen können (52; 117). Die Aufrechterhaltung und 
exakte aktive Konstanthaltung des Membranpotentials ist für die 
thrombozytäre Funktionalität von großer Bedeutung. Änderungen des 
Membranpotentials können thrombozytäre Reaktionen modulieren (72). 
 
 
1.7.1. Thrombozytäre Kalium-Kanäle 
 
Thrombozyten exprimieren mehrere Typen von Kalium-Kanälen. In großer 
Anzahl sind spannungsabhängig- („voltage“-) aktivierbare (KV-Kanäle) 
Kalium-Kanäle vorhanden (89). Weiterhin werden in geringerer Anzahl 
Calcium aktivierbare Kalium-Kanäle (KCa-Kanäle) exprimiert (29; 88). 
Diese unterteilt man entsprechend ihrer Leitfähigkeit in drei Subtypen, 
Calcium aktivierbare Kalium-Kanäle mit großer (BKCa=big), mittlerer 
(IKCa=intermediate) und geringer (SKCa=small) Leitfähigkeit. Während IKCa 
und BKCa-Kanäle auf Thrombozyten mit elektrophysiologischen Methoden 
nachgewiesen werden konnten (88), wurden SKCa-Kanäle bisher nicht 
identifiziert (43). 
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1.8. Charakterisierung von EDHF 
 
EDHF ist nach heutigem Kenntnisstand wahrscheinlich kein singulärer 
Faktor, sondern eher ein Sammelname für Faktoren die in verschiedenen 
Gefäßgebieten, Spezies oder je nach Stimulation unterschiedlich sind, 
aber alle über eine Hyperpolarisation ihre Wirkung entfalten. Bisherige 
Befunde sprechen in der Tat für die Existenz mehrerer EDHFs (16; 20; 23; 
127). Mögliche Identitäten von EDHF werden im Folgenden ausgeführt:  
 
 
1.8.1. Epoxyeicosatriensäuren (EETs) 
 
In den meisten tierexperimentell untersuchten Gefäßgebieten und bei 
nahezu allen Untersuchungen menschlicher Gefäße scheint EDHF ein 
EET zu sein, ein Produkt der Arachidonsäure, welche aus Phospholipiden 
der Zellmembran gebildet wird.  
Die ersten Hinweise, dass EETs für EDHF-Effekte bei Säugern verant-
wortlich sein können, wurden 1994 an Schweine-Koronararterien gezeigt 
(65). Hierbei bewirkte extern zugegebenes 11,12-EET eine Dilatation. 
Campbell et al. konnten anschließend 1996 ähnliche Effekte an Rinder-
Koronararterien zeigen, wobei alle EET-Isoformen (5,6- 8,9- 11,12- 14,15-
EET) in gleicher Weise glatte Schweinekoronarmuskelzellen hyper-
polarisierten und relaxierten (21). Dieser Effekt war über Calcium 
aktivierbare Kalium-Kanäle (KCa-Kanäle) vermittelt. Es folgten Daten über 
Cytochrom P450 Oxidase abhängige Gefäßdilatationen an Hunde-
Koronararterien (159) und an menschlichen Koronararterien (99). 
In der Mikrozirkulation des Hamsters und in Schweine-Koronararterien 
wurde das CYP450 Monooxygenase Isoenzym CYP2C als eine mit 
beteiligte EDHF-Quelle identifiziert (11; 31; 46). Weiterhin konnte sowohl 
in klinischen Daten (2) als auch in mehreren Bioassays (31; 44; 50) und 
nicht zuletzt durch direkte Zellkultur-Messungen gezeigt werden, dass 
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auch EETs selbst vom Endothel in den Extrazellulärraum freigesetzt 
werden (131).  
Ein Großteil der Effekte wurde membranpotentialabhängig über             
KCa-Kanäle vermittelt. In vielen Gefäßbetten konnte die EDHF Bildung/ 
Freisetzung durch eine Kombination aus Apamin und Charybdotoxin 
(durch Blockade von SKCa und IKCa) verhindert werden (16). Es sind 
jedoch auch membranpotential-unabhängige Effekte für EETs 
beschrieben (98). 
 
Abbildung 1 zeigt eine Auswahl an Produkten der Arachidonsäure mit den 
an der Synthese beteiligten Enzymen. Derzeit liegen viele Daten über die 
von einer Isoform der Cytochrom P450-Monooxygenase gebildeten 
Epoxyeicosatriensäuren (EETs) und ihre EDHF-artigen Wirkungen vor    
(2; 21; 25; 44; 46; 116; 147).  
 
 
Schematische Darstellung der Arachidonsäure-Produkte 
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der aus Arachidonsäure (Strukturformel) 















1.8.2. Kaliumionen (K+)  
 
Daten der Gruppe von A Weston legen nahe, dass Änderungen der 
extrazellulären Kalium-Konzentration für die EDHF-Wirkung verantwortlich 
sind. Diese These stützt sich darauf, dass Kalium-Ionen nach Stimulation 
oder Shear Stress aus dem Endothel ausströmen und durch Änderung der 
Kalium-Konzentration im myoendothelialen Raum die angrenzenden 
glatten Gefäßmuskelzellen direkt beeinflussen. Der intra- und 
extrazelluläre Kaliumspiegel wird physiologisch in engen Grenzen 
gehalten. Hierfür gibt es viele Regelmechanismen wie zum Beispiel die 
aktive Natrium / Kalium-ATPase (Na/Ka-ATPase), die zwei extrazelluläre 
Kalium-Ionen gegen drei intrazelluläre Natrium-Ionen austauscht.  
Edwards et al. konnten an der Mikrozirkulation der Ratte zeigen, dass eine 
leicht erhöhte Kalium-Konzentration im myoendothelialen Raum die 
Na/Ka-ATPase aktiviert und letztlich eine Hyperpolarisation mit Relaxation 
glatter Gefäßmuskulatur auslöst. Die Hauptthese - transiente Anstiege 
extrazellulärer Kaliumionen erzeugen EDHF-artige Effekte - beruht auf der 
Beobachtung, dass dieses Phänomen bei erhöhter Kalium-Konzentration 
auch noch ohne Endothel auslösbar war bzw. bei Hemmung der Na/Ka-
ATPase nicht mehr funktionierte (39; 138).  
Zwar kann eine Modulation des EDHF-Effektes durch Änderungen der   
Kalium-Konzentration mit dieser Theorie teilweise erklärt werden, jedoch 
sprechen einige Daten gegen eine EDHF-Wirkung die  allein auf Änderung 
der extrazellulären Kalium-Konzentration zurück zu führen wäre. Auch 
wenn eine gewisse Gefäßrelaxation allein durch Kaliumapplikation repro-
duziert werden konnte, so zeigte sich in der Mikrozirkulation der Ratte, an 
Schweine-Carotiden, an Meerschweinchen-Coronarien und in humaner 
subkutaner Mikrozirkulation ein von der Aktivität der Na/Ka-ATPase unab-
hängiger EDHF-Effekt, der nach Zerstörung oder Ablösung des Endothels 
nicht mehr nachweisbar war (27; 36; 126). 
Durch Kaliumionen allein sind die Effekte nicht komplett erklärbar. EDHF 
scheint somit in vielen Gefäßgebieten eine andere Identität zu haben.  
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1.8.3. Wasserstoffperoxid (H2O2) 
 
Im Jahr 2000 wurden von Matoba et al. erstmals Befunde vorgelegt, dass 
Wasserstoffperoxid (H2O2) als EDHF wirken kann (96). Dies stützte sich 
insbesondere auf die Tatsache, dass vasodilatatorische Effekte durch 
ACh-Stimulation mit der Wasserstoffperoxid spaltenden Katalase 
gehemmt werden konnten (143). Weiterhin wurde dieser Effekt durch 
Membrandepolarisation gehemmt. Welche Kaliumkanal-Subtypen durch 
Wasserstoffperoxid beeinflusst werden können, ist bisher nicht bekannt 
(63; 80). Als eine der Hauptquellen von H2O2 werden Oxidasen, 
insbesondere eine entkoppelte NO-Synthase, teilweise in Kooperation mit 
einer Superoxid Dismutase, diskutiert. Dies widerspricht allerdings der 
EDHF-Definition, wonach dieser als NO- und Prostazyklin unabhängiger, 
vasodilatierender Faktor beschrieben ist der seine Wirkung auch unter 
Hemmung der NO-Synthase entfalten kann (95). 
 
 
1.8.4. Connexine / Gap junctions 
 
Befunde an isolierten Gefäßen führten zu der Hypothese, dass EDHF 
möglicherweise gar kein (extrazellulärer) Faktor ist, sondern nur durch 
eine endotheliale Hyperpolarisation zu Stande kommt welche über Gap 
junctions auf glatte Muskelzellen übertragen wird. Sowohl Endothelzellen 
als auch glatte Muskelzellen sind in der Mikrozirkulation via Gap junctions 
miteinander gekoppelt und können so prinzipiell miteinander kommu-
nizieren (84). In einigen Gefäßen konnte nach pharmakologischer 
Blockade der Gap junctions eine deutlich verminderte „EDHF“ induzierte 
Vasodilatation beobachtet werden (35; 161). Zwar spielen Gap junctions 
innerhalb des Zell-Synzytiums eine zentrale Rolle und sie können EDHF-
Effekte durch Fortleitung von Membranpotentialänderungen oder diversen 
Botenstoffen sicherlich verstärken, jedoch scheint eine alleinige Erklärung 
der EDHF-Effekte durch Gap junctions nicht ausreichend zu sein, insbe-




Wir stellten die Hypothese auf, dass EDHF, der ähnlich wie NO und 
Prostazyklin eine Gefäßerweiterung bewirkt, wie die genannten 
Endothelfaktoren auch die Funktion von Blutplättchen beeinflussen 
könnte. 
 
Bei Beginn der experimentellen Arbeiten war jedoch nicht bekannt, ob 
dieser zuletzt entdeckte, vom Endothel produzierte NO- und Prostazyklin- 
unabhängige vasodilatierende Faktor EDHF, auch Thrombozytenaktivität 
hemmen kann bzw. ob er überhaupt einen Einfluss auf Blutbestandteile 
haben kann.  
 
 
In der vorliegenden Arbeit sollten daher folgende Fragen geklärt werden: 
 
 Kann EDHF an menschlichen Endothelzellen das Membran-
potential  von  Thrombozyten  im  Sinne  einer  Hyperpolarisation  
beeinflussen, wie er dies bei glatten Gefäßmuskelzellen tut? 
 
 Kann EDHF funktionelle Eigenschaften von Thrombozyten, wie z.B. 
Aktivität, Aggregation oder Adhäsion, beeinflussen? 
 
 Sind die Effekte vom Membranpotential abhängig? 
 
 
Es gab bereits Hinweise, dass EDHF möglicherweise Eigenschaften hat, 
die er mit Epoxyeicosatriensäuren (EETs) teilt, und dass er aus isolierten 
Gefäßen und kultivierten Endothelzellen freigesetzt werden kann. Wir ha-
ben daher versucht, weitere Hinweise über die mögliche Identität dieses 
EDHF zu gewinnen. Daher wurden die folgenden Fragen gestellt: 
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 Ist EDHF ein Produkt der Arachidonsäure und vermittelt er seine 
Wirkung über Calcium aktivierbare Kalium-Kanäle? 
 
 Was ist die Wirkung von Epoxyeicosatriensäuren (EETs), die häufig 
als EDHF beschrieben sind, auf Thrombozyten? 
 
 Sind die Wirkungen von EDHF und EETs identisch? 
 









3.1.1. Isolation von humanen Umbilikalvenenendothelzellen 
 
PBS-  Phosphat gepufferte Salzlösung ohne Ca2+ und 
Mg2+: 160 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 
1,5 mM KH2PO4 
Dispase  Dispase II, Konzentration 2.4 U/ml in PBS- 
HUVEC Medium Medium 199 mit 20 % Kälberserum und 20 % endo-
thelial cell growth medium, 0,006% (w/v) Penicillin, 
0,013% (w/v) Streptomycin 
 
Humane Umbilikalvenenendothelzellen (human umbilical venous           
endothelial cells - HUVEC) wurden aus frischen Umbilikalvenen einer 
Länge von ca. 10 - 15 cm unter sterilen Bedingungen isoliert. Hierfür     
wurden beide Venenenden kanüliert und die Umbilikalvene mit sterilem 
PBS- durchspült. Im nächsten Schritt wurden die Venen 30 Minuten bei  
37°C intraluminal mit Dispase inkubiert, wobei die Kanülenenden mit      
einem 3-Wege-Hahn dicht verschlossen wurden. Die so enzymatisch    
abgelösten Endothelzellen wurden durch Spülung mit Medium 199       
(Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen) (50 ml) in ein Plastik-Laborröhrchen    
(Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) überführt. Nach Zentrifugation (10 min, 
500 g, Raumtemperatur) konnte das Pellet in 10 ml HUVEC Medium      
resuspendiert und in eine T25 Zellkulturflasche (Fa. Becton Dickinson, 




3.1.2. Kultivierung von humanen Umbilikalvenenendothel-
zellen (HUVEC)  
 
PBS-  s. 3.1.1. 
Trypsin /  0,05% (w/v) Trypsin, 0,02% EDTA  
EDTA Lösung 
HUVEC Medium s.3.1.1. 
 
HUVEC wurden in Zellkulturschalen mit HUVEC Medium bei 37°C im     
Inkubator in einem Wasserdampf gesättigten Luftgemisch mit 5% CO2  
kultiviert. Das Medium wurde nach jeweils zwei Tagen gewechselt. Nach 
Erreichen des Konfluenzstadiums erfolgte die Subkultivierung. Zu diesem 
Zweck wurden die Zellen mit PBS- gewaschen, anschließend 2-4 Minuten 
mit Trypsin Lösung bei 37°C inkubiert und durch leichtes Klopfen abgelöst. 
Die so abgelösten Zellen wurden mit HUVEC Medium aufgenommen und 
im Verhältnis 1:2 bis 1:4 auf weitere Zellkulturschalen verteilt. Verwendet 
wurden ausschließlich Zellen der Passagen 1 bis 3. 
 
 
3.1.3. Kultivierung von EA.hy926 Zellen  
 
PBS-  s. 3.1.1. 
Trypsin /  s. 3.1.2. 
EDTA Lösung 
EA.hy926 Medium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 
hohem Glukoseanteil (4500 mg/L) und 20% (w/v) 
Kälberserum und 1% (w/v) Penicillin / Streptomycin 
EA.hy926 - Zellen leiten sich von einer Hybridzellinie ab, welche einige 
Eigenschaften von Endothelzellen, aber auch Eigenschaften eines 
epithelialen Tumors aufweist. Die Zellen wachsen deutlich schneller als 
HUVEC und lassen sich beliebig oft subkultivieren. Sie wurden in 10 cm 
Zellkulturschalen (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) mit EA.hy926 
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Medium bei 37°C im Inkubator bei einem mit Wasserdampf gesättigten 
Luftgemisch mit 5% CO2 kultiviert. Das Medium wurde nach jeweils zwei 
Tagen gewechselt. Nach Erreichen des Konfluenzstadiums erfolgte die 
Subkultivierung. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit PBS- 
gewaschen, anschließend 2-4 Minuten mit Trypsin Lösung bei 37°C 
inkubiert und durch leichtes Klopfen abgelöst. Die so abgelösten Zellen 
wurden mit EA.hy926 Medium aufgenommen und im Verhältnis 1:4 bis 1:8 
auf weitere Zellkulturschalen verteilt. 
 
 
3.1.4. Isolation von humanen Thrombozyten  
 
Thrombozyten- Aqua    destillata    mit    138   mM    Natrium-Chlorid, 
Resuspensions- 2,7  mM  Kalium  Chlorid,  12 mM  Natrium Hydrogen 
puffer Carbonat, 400 µM Di-Natrium Phosphat,  1 mM Mag- 
 nesium Chlorid, 5 mM D-Glucose und 5 mM HEPES. 
Der pH-Wert wurde auf 7,35 eingestellt. 
 
Von gesunden Spendern, die sich freiwillig zur Blutentnahme bereit erklärt 
und mindestens zehn Tage keine Medikamente eingenommen hatten, 
wurde venöses Blut entnommen. Alle Spender wurden über die wissen-
schaftliche Verwendung ihres Blutes informiert und erklärten sich damit 
einverstanden. 
Das Blut wurde mit 3,13% (w/v) Natrium-Citrat Lösung antikoaguliert und 
auf Kunststoff-Zentrifugen-Röhrchen (Fa. Quadrolab, Meckenheim) ver-
teilt. Dann wurde das Vollblut 15 Minuten mit 150 g zentrifugiert. Dadurch 
trennten sich in den Röhrchen drei Phasen: unten die roten Erythrozyten 
(ca. die Hälfte der Röhrchen), die mittlere dünne Phase, in denen sich die 
Leukozyten befanden (Buffy Coat) und die obere Hälfte mit dem klaren, 
leicht gelblichem Plasma (Thrombozyten-Reiches Plasma - platelet rich 
plasma (PRP)). 
Dieser Überstand wurde abgenommen und 5 Minuten mit 1 ng/ml (w/v) 
Prostazyklin (Iloprost, Schering, Berlin) inkubiert, um eine Voraktivierung 
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der Thrombozyten zu verhindern. Anschließend wurde der Überstand 
vorsichtig auf weitere Kunststoff-Zentrifugen-Röhrchen verteilt und 10 
Minuten mit 600 g zentrifugiert. Die Thrombozyten waren als weißlicher 
Niederschlag (Pellet) am Boden der Röhrchen sichtbar. Der Überstand 
(Thrombozyten-Armes Plasma - platelet poor plasma (PPP)) wurde 
verworfen und die Thrombozyten in Calcium-freien Thrombozyten-
Resuspensionspuffer vorsichtig resuspendiert. 
Die gewaschenen Thrombozyten wurden innerhalb von maximal zwei 
Stunden für Experimente verwendet. Sie wurden mit Hilfe einer 
Zählkammer für Widerstands-Partikel gezählt (Coulter Counter Z2, Fa. 
Beckman Coulter, Krefeld). Diese war so eingestellt, dass sie Partikel 
zählte, welche einen Durchmesser von 1,8 - 3,5 µM hatten. Hierfür wurden 
5 µl der zu zählenden Thrombozyten mit 20 ml azidfreier stabilisierter 
Elektrolytlösung (Isoton II, Fa. Beckman Coulter, Krefeld) verdünnt und in 
Plastik - Küvetten gefüllt. Die Zählkammer wurde dreimal mit Isoton II - 
Lösung gespült, anschließend wurde zur Bestimmung des Leerwertes 
zunächst Isoton II - Lösung gemessen, um dann die verdünnten 
Thrombozyten zu messen. Abschließend wurde das Gerät noch dreimal 
gespült. Abzug des Leerwertes und Multiplikation mit dem 







Die Methode der Durchflußzytometrie ermöglicht die gleichzeitige 
Messung von Fluoreszenz- und Streulichtsignalen einer Zelle. Hierbei 
werden suspendierte Zellen von einer Kapillare angesaugt und passieren 
einzeln einen Laserstrahl. Innerhalb einer Minute ist es möglich, mehrere 
tausend Zellen zu erfassen. Nach Anregung emittieren die Zellen Streu-
licht und bei gebundenen Antikörpern auch Fluoreszenz, woraus sich 
verschiedene Eigenschaften der Zellen ableiten lassen können. Die Ab-
sorptionswellenlänge des Durchflußzytometers wurde bei kontinuierlichem 
Anregungsspektrum in unseren Versuchen auf Emission=530 nM festgelegt. 
 
 
3.2.1. Thrombozytäres Membranpotential 
 
Bis- [1,3-dibutylbarbituric acid] trimethineoxonol (DiBAC4(3), Bis-oxonol) 
(Fa. Molecular Probes, OR, U.S.A.) wurde zum Nachweis von                
Änderungen des transmembranären elektrischen Potentials benutzt, die 
der Farbstoff durch Veränderungen der Fluoreszenzintensität anzeigt. 
DiBAC4(3) enthält delokalisierte negative Ladungen und gelangt per 
Diffusion durch die Plasmamembran der Zelle (155). Dort bindet Bis-
oxonol an hydrophobe Bestandteile von Proteinen und Membranen, was 
einen Anstieg der Fluoreszenzintensität bewirkt. Das Eindringen des 
Farbstoffs in die Zellen erfolgt umso leichter je depolarisierter die Zellen 
sind. Das bewirkt einen Anstieg der Fluoreszenzintensität. Erfolgt 
hingegen eine Hyperpolarisation, so wird der Farbstoff von den Zellen 
abgestoßen, wodurch eine Abnahme der Fluoreszenzintensität erfolgt, da 
ungebundener Farbstoff keine wesentliche Fluoreszenz zeigt (Abb. 2). 
Da also die Fluoreszenzintensität direkt von der Menge an intrazellulär 
gebundenem Farbstoff, und damit von der potentialabhängigen Menge an 
aufgenommenen Farbstoff abhängt, kann sie als Maß für das Membran-
potential verwendet werden (14; 15). Eine Zelltoxizität von Bis-oxonol ist 
nicht beschrieben. 
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Abbildung 2: Diese Abbildung zeigt schematisch das Prinzip Membranpotential-
sensitiver Farbstoffe (z.B.: Bis-[1,3-dibutylbarbituric acid] trimethineoxonol ( Bis-oxonol ) - 
ein langsam ansprechender Farbstoff). 
 
Gewaschene Thrombozyten, welche in Thrombozyten-Resuspensions-
puffer gelöst und auf 200.000/µl verdünnt waren (beschrieben unter 
3.1.4.), wurden in Plastik-Laborröhrchen (Fa. Becton Dickinson, 
Heidelberg) 30 Minuten mit 500 nM Bis-oxonol bei Raumtemperatur und 
Dunkelheit inkubiert. Das führte zu einem stabilen Fluoreszenzsignal. 
Nach der Behandlung mit den verschiedenen Versuchs-Reagenzien 
wurde die Fluoreszenzänderung nach 10 Minuten mit einem FACScan 
Durchflußzytometer (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) gemessen. Die 
Daten wurden mit dem Programm CellQuestTM (Fa. Becton Dickinson, 
Heidelberg) ausgewertet. 
Unter Verwendung der Valinomycin-Null-Punkt Methode (51; 117) konnten 
wir gemessene Fluoreszenzwerte in Membranpotentialwerte (in mV) 
umrechnen. Hierfür resuspendierten wir einen Teil der Thrombozyten nach 
dem zweiten Zentrifugationsschritt (vgl. 3.1.4.) in Resuspensionspuffern 
mit verschiedenen Kalium-Konzentrationen. Statt 2,7 mM (w/v) Kalium 
enthielten sie 0,1, 10, 20, 30, 60 und 90 mM (je w/v) Kalium. Die 
Osmolarität der Puffer wurde durch geringere Konzentrationen von 
Natrium-Ionen ausgeglichen und anschließend der pH-Wert bei 
Raumtemperatur, normalem Resuspensionspuffer entsprechend, auf 7,35 
eingestellt. Die weitere Eichung und Umrechnung der Fluoreszenzwerte in 
mV ist unter 4.1.1. beschrieben. 
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3.2.2. Thrombozytäre Adhäsionsmolekülexpression 
 
Formalin-Lösung (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen), 10 % Formaldehyd 
+ Aqua dest. 1:1 gemischt mit PBS- 
 
Humanes thrombozytenreiches Plasma (PRP) wurde in 1,5 ml Eppendorf 
Caps (Fa. Eppendorf, Hamburg) mit „EDHF“-Überständen (s. Methodik 
Absatz 3.6.1.), EETs und ggf. zusätzlich mit Kalium-Kanal Blockern 
behandelt (s. Ergebnisteil). Anschließend wurde das PRP mit jeweils 20 
µM ADP (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen) stimuliert. Bei jedem Versuch 
wurde als Kontrolle unstimuliertes PRP gemessen. Jeweils 300 µl des 
PRP wurden nach Behandlung und Stimulation in neue Eppendorf Caps 
überführt, in denen sich jeweils 1 ml 5 prozentige (v/v) Formalin-Lösung 
befand. Dadurch wurden die Thrombozyten fixiert. 
Diese Eppendorf Caps wurden mit einer Tischzentrifuge 7 Minuten bei 
3.600 rpm zentrifugiert, um die Thrombozyten zu pelletieren. Der Über-
stand wurde verworfen und jedes Pellet in 200 µl Cellwash (Fa. Becton 
Dickinson, Heidelberg) resuspendiert. Davon wurden jeweils 24 µl mit     
einer Eppendorf Pipette in neue Caps überführt und mit jeweils 3 µl Anti-
körper gegen CD41 (FITC), sowie 3 µl Antikörper gegen CD62P (FITC) 
(beide Fa. Serotec, Oxford, Großbritannien), für 15 Minuten bei Dunkelheit 
und Raumtemperatur inkubiert. Um nicht gebundene Antikörper auszuwa-
schen, wurde in jeden Cap 500 µl Cellwash (Fa. Becton Dickinson,       
Heidelberg) zugegeben und die Thrombozyten durch weitere Zentrifugati-
on mit einer Tischzentrifuge 7 Minuten bei 3.600 rpm pelletiert. Der Über-
stand wurde verworfen und jedes Pellet in 600 µl Cellwash (Fa. Becton 
Dickinson, Heidelberg) resuspendiert. Die Fluoreszenzintensität von       
jeweils zehntausend Thrombozyten wurde anschließend mit einem     
FACScan Durchflußzytometer (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) gemes-
sen, wie zuvor beschrieben (76). Die Daten wurden mit dem Programm 
CellQuestTM (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) ausgewertet. Diese      
Fluoreszenzintensität wurde in Prozent im Vergleich zu jeweils mit unter-
suchten unstimulierten Kontroll-Thrombozyten ausgedrückt. 
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3.3. Molekularbiologische Methoden 
 
3.3.1. Isolierung von RNA aus Endothelzellen 
 
PBS+ Phosphat gepufferte Salzlösung mit Ca2+ und Mg2+, 
160 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 6,7 mM Na2HPO4,       
1,5 mM KH2PO4, 0,7 mM CaCl2, 0,25 mM MgCl2 
Trizol Reagenz Life Technologies, Karlsruhe 
Chloroform H2O gesättigt 
DEPC- H2O  1 ml/L Diethylpyrocarbonat (DEPC) für mind. 2 h ge-
rührtes, anschließend autoklaviertes H2O 
 
Von konfluenten HUVEC Zellkulturschalen (Durchmesser 10 cm) wurde 
das Medium abgesaugt, zweimal mit PBS+ gewaschen und anschließend 
1 ml Trizol Reagenz zugegeben. Das Zellysat wurde in Reaktionsgefäße 
überführt und die Proben wurden für 10 Minuten bei Raumtemperatur 
gehalten, um die Dissoziation von Nucleoproteinkomplexen zu vervoll-
ständigen. Dann wurden 300 µl Chloroform hinzugegeben, die Ansätze 
gut durchmischt und 20 Minuten bei 4°C mit 15000 x g zentrifugiert. Die 
obere wässrige Phase, in der sich die RNA befand, wurde in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und somit von den Proteinen und der DNA 
getrennt, die sich in der Interphase befanden. Zur Ausfällung der RNA 
wurden 600 µl Isopropanol zugegeben und bei Raumtemperatur eine 
Stunde inkubiert. Nach einer 20 minütigen Zentrifugation (15000 g, bei 
4°C) wurde das Pellet mit 70% (v/v) EtOH gewaschen, erneut für 15 
Minuten (4°C) zentrifugiert, das Pellet getrocknet und dann in 20 µl DEPC 
H2O aufgelöst. Der RNA-Gehalt wurde anschließend photometrisch 
gemessen (bei 260nM, SpectraFluor, Fa. Tecan, Crailsheim) und auf 
jeweils 1 µg/µl eingestellt. Zur Kontrolle wurde die RNA in einem 1% 
Standard Agarose-RNA-Gel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid markiert und 




3.3.2. Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion 
 
Die Cytochrom P450 CYP2C8/9 mRNA Expression wurde mit Hilfe der 
Standard - kalibrierten kompetitiven reversen Polymerasekettenreaktion 
(rt-PCR) (rt-PCR Kit der Fa. Roche, Mannheim) bestimmt. 
 
rt - PCR kit  Roche, Mannheim 
Primer (5’  3’) für CYP2C8/9 sense:    aga caa cga gca cca ctc tg 
 für CYP2C8/9 antisense:  cct tgg gga tga ggt agt tt 
 beide von MWG Biotech, Ebersberg 
DNA Sequenzierung Thermocycler (Fa. Perkin Elmer, Rodgau-
Jügesheim)  
DEPC- H2O  s. 3.3.1. 
 
Die rt-PCR ermöglicht es, eine sehr geringe Menge Gesamt-RNA mit Hilfe 
der RNA Polymerase in cDNA zu übersetzten und durch Zugabe von 
spezifischen Primern beliebige DNA Fragmente zu amplifizieren. 
Hierfür wird der Reaktionsansatz mit einem Thermocycler 25-35 Zyklen 
erwärmt und abgekühlt. Das hitzebeständige Enzym Taq-Polymerase 
verdoppelt bei jedem Zyklus das gewünschte DNA Fragment exponentiell. 
Wir haben mit dieser one-step PCR extrahierte HUVEC-RNA in cDNA 
umgewandelt und das humane CYP2C8/9 spezifische cDNA Fragment 
der Länge 336 Basenpaare vervielfältigt. Hierfür verwendeten wir einen 
Thermocycler der Firma Perkin Elmer (Rodgau-Jügesheim). Die dazu 
angesetzte Mixtur bestand aus folgenden Teilen: 
15,75 µl DEPC- H2O, 5 µl rt-PCR Puffer mit Magnesium, 1,25 µl (100mM) 
DTT-Lösung, 0,5 µl (10 mM) dNTP-Mix (beinhaltet die zur Replikation 
eines einfachen DNA-Stranges benötigten Nukleoside Adenosin, Tyrosin, 
Cytosin und Guanin, Fa. Fermentas, St. Leon-Rot), 1 µl unseres Primer-
Mix (sense und antisense, beide 10 µM), 1µl unserer vorher extrahierten 
und auf 1 µg pro µl eingestellten RNA und 0,5 µl der gekühlt gehaltenen 
Taq-Polymerase. Es wurde möglichst steril und ständig auf Eis gearbeitet. 
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Diese Ansätze (Endvolumen 25 µl) wurden im Thermocycler zunächst    
30 Minuten auf 55°C erwärmt, um die RNA mittels reverser Transkription 
in cDNA umzuwandeln. Anschließend wurde die DNA 5 Minuten bei 95°C 
denaturiert, dann in 35 sich wiederholenden Zyklen von jeweils 30 Sekun-
den bei 95°C, 30 Sekunden bei 56°C (Primer-Anlagerung) und 2 Minuten 
bei 72°C amplifiziert. Hierbei bindet jeweils der Primer für CYP2C8/9 in 
Syntheserichtung (5’3’ auf dem zu bildenden Strang) sowie in 
gegenläufiger Richtung auf dem Komplementärstrang. Abschließend 
folgte einmalige Inkubation für 4 Minuten bei 74°C und dann wurden die 
PCR-Produkte auf 4°C gehalten.  
Die so erhaltenen PCR-Produkte wurden in einem Standard Agarose Gel 
elektrophoretisch aufgetrennt, mit Ethidiumbromid markiert und die 
Helligkeit digital photographisch festgehalten, durch Restriktions-





Restriktionsenzyme spalten ein DNA-Fragment an spezifischer 
Basenabfolge. Mit der Methode des Restriktionsenzymverdaus spalteten 
wir die ursprünglich 336 bp langen Segmente in zwei kleinere Abschnitte 
(205 und 131 bp). Wir verwendeten hierzu das Restriktionsenzym Bcl1 
(Fa. Fermentas, St. Leon-Rot). Dafür bereiteten wir pro Probe einen 
Ansatz aus 2 µl aqua dest, 2 µl Puffer H (Fa. Fermentas, St. Leon-Rot),  
10 µl des jeweiligen PCR-Produkts und 1 µl des Restriktionsenzyms. 
Dieser Ansatz wurde eine Stunde bei 55°C inkubiert und anschließend auf 






TBE-Puffer  Tris-Borat-EDTA Pufferlösungen (TBE-Puffer, Fa. 
Gibco BRL, Life Technologies, Berlin) 
DEPC- H2O  s. 3.3.1. 
 
Es standen Gelkammern in verschiedenen Größen zur Verfügung. Wir 
gossen zweiprozentige Agarosegele, die aus 50 ml TBE-Puffer mit 1 g 
Agarose und 1 Promille Ethidiumbromid als Farbstoff bestanden. Sie 
wurden verrührt, kurz aufgekocht und zügig in entsprechend dichte 
Formen gegossen. Darin befand sich ein Kamm, der nach Aushärtung 
entfernt, 12 Taschen zum Einfüllen von Proben freigab. Der Gelkasten 
wurde mit einprozentiger TBE-Pufferlösung und 2 Promill Ethidiumbromid 
gefüllt. 
Die linke Tasche wurde jeweils mit einer Markerlösung beschickt, daneben 
wurden einzeln die zu untersuchenden DNA / RNA Proben eingefüllt. 
Jeder Ansatz hatte ein Endvolumen von 12 µl, davon waren 2 µl 6x Lauf-
farbstoff, 1 µl DNA / RNA und der Rest DEPC- H2O. 
Bei konstant 50 mA Stromstärke lief das Gel ca. 120 min und konnte dann 
mit ultraviolettem Licht digital abfotografiert und ausgewertet werden. 
 
 
3.3.5. Stabile Transfektion von Cytochrom P450 2C9 
(CYP2C9) in EA.hy926-Zellen (EA.hy-CYP2C9-Zellen) 
 
EA.hy926 Medium s. 3.1.3. 
FuGENETM  kompletter Fugene Transfections-Kit (Fa. Roche, 
Mannheim) 
Um eine stabile CYP2C9 überexprimierende Zellinie zu generieren, ver-
wendeten wir Zellen der Endothelialen Hybridzellinie EA.hy926 (s.3.1.3.). 
Für die Transfektion wurden ausschließlich Zellen verwendet, die nur 50% 
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konfluent waren. Das pcDNA3.1 Plasmid, in welches die CYP2C9 cDNA 
sowie eine Resistenz gegen das Antibiotikum F408 (Geneticin) kloniert 
wurde, wurde mit FuGENETM im Verhältnis 1:3 gemischt. Es wurden       
30 Minuten abgewartet, um die Komplexbildung in dem von Serum freien 
DMEM-Medium zu begünstigen. Pro 10 cm Zellkulturschale wurde 30 µg 
cDNA in einem Gesamtvolumen von 4 ml eingesetzt. Nach 12 Stunden   
Inkubation bei 37°C wurde das Medium gewechselt und serumhaltiges 
EA.hy926 Medium verwendet. Die Kontrollzellen wurden gleich behandelt, 
jedoch ohne cDNA. 
Nach weiteren vier Tagen Kultivierung wurde bei allen Zellen das Medium 
durch ein das Antibiotikum Geneticin (0,2 µg/ml) enthaltende EA.hy926 
Medium ersetzt. Diese minimale Hemmkonzentration von 0,2 µg/ml 
Geneticin hatten wir vorher durch Erstellen einer Konzentrationsreihe 
getestet. Nach sieben Tagen, bei täglichem Mediumwechsel, überlebte 
keine EA.hy926 Zelle, welche nicht die Resistenz in ihr Genom eingebaut 
hatte. Die nach sieben Tagen lebenden Zellen wurden abgelöst und auf 
96-Loch-Zellkulturschalen gesplittet, um verschiedene Klone zu trennen. 
Die unter den anhaltenden Geneticin-Bedingungen gewachsenen Klone 
wurden abgelöst und weiterkultiviert. Diese stabile Zellinie wurde zur nach 





3.4. Proteinchemische Methoden 
 
3.4.1. Proteinisolation aus EA.hy926-Zellen 
 
PBS- s. 3.1.1. 
Lysispuffer 20mM monobasisches Kaliumphosphat pH 7.0 
100mM NaF, 15 mM Na4P2O7, 1mM PMSF, 
2mM Na3VO4 ,1 mM EDTA, 2µg / ml Leupeptin, 
2µg / ml Pepstatin, 1% Triton 
 
Konfluente EA.hy926-Zellen (Zellkulturschalendurchmesser 10 cm)  
wurden 2 mal mit eiskaltem PBS- gewaschen, mit 100 µl Lysispuffer 
behandelt und mit Hilfe eines Zellscrapers abgelöst. Die Zellsuspension 
wurde zusätzlich mittels viermaligen Ziehens durch eine 29 gauge Nadel 
mechanisch homogenisiert. Nach 5 Minuten Zentrifugation bei 10000 g 
wurde der Überstand abgenommen und damit eine Proteinbestimmung 




            Methode nach Biuret 
 
Protein Test-Reagenz A KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar, 
Deutschland 
Protein Test-Reagenz B 4% CuSO4* H2O in bidest. Wasser 
BSA Lösung    1 mg / ml 
 
690 - 700 µl H2O, 200 µl Protein Test-Reagenz A + B und bis zu 10 µl 
Zellysat wurden in eine Küvette gegeben und die Extinktion bei 550 nm 
photometrisch bestimmt. Anhand einer parallel erstellten linearen 
Eichreihe mit  1 - 15 µg BSA / 900 µl Lösung konnte der Proteingehalt der 
Proben ermittelt werden. 
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3.4.3. SDS - Polyacrylamid - Gelelektrophorese 
   Methode nach Laemmli 1970, verändert 
 
Acrylamid Lösung 40% (w/v) Acrylamid, 1% (w/v) Bisacrylamid 
SDS 10% (w/v)  
APS  10% (w/v) Ammoniumpersulfat  
TEMED  N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamid 
Elektrophoresepuffer 25 mM Tris HCl pH 8.5, 192 mM Glycin,      
0,1% (w/v) SDS 
4x Trenngelpuffer     1,5 M Tris HCl pH 8,8 
4x Sammelgelpuffer  0,5 M Tris HCl pH 6,8 
2x Probenpuffer 0,125  M  Tris  HCl  pH  6,8 ,    4%  (w/v)   SDS, 
(reduzierend)     20% (v/v) Glyzerin, 0,02% Bromphenolblau 
(w/v), 200 mM Mercaptoethanol  
 
Die Auftrennung der Proteine erfolgte für den anti-CYP2C9 Western-Blot 
in einem 10 %-igen Polyacrylamid - Trenngel unter denaturierenden 
Bedingungen. Zur Herstellung des Trenngels wurden für das 10 %-ige Gel 
7,5 ml Acrylamidlösung, 10,9 ml H2O und 6,25 ml Trenngelpuffer gut 
gemischt und dann ca. 20 Minuten entgast. Nach Zugabe von 250 µl 10% 
SDS, 125 µl APS wurde die Lösung erneut gut gemischt. Zuletzt wurde 
12,5 µl Tetramethylethylendiamid zum Aushärten (Polymerisieren) 
zugegeben und der Ansatz zwischen zwei Glasplatten gegeben, die durch 
1 mm dicke Spacer getrennt waren. Dieser Ansatz war nach ca.              
30 Minuten, unter Überschichtung mit H2O gesättigtem Isobutanol, 
polymerisiert. Der Alkohol wurde anschließend durch gründliches 
Waschen entfernt und ein 4 %-iges Sammelgel, welches unter identischen 
Bedingungen wie das Trenngel hergestellt worden war, auf das Trenngel 
gegossen. In das noch flüssige Gel wurde ein Probenkamm gesteckt. Die 
so entstandenen Probentaschen wurden nach dem Auspolymerisieren 
gründlich mit H2O ausgespült und anschließend die Proben, die zuvor mit 
Hilfe des reduzierenden Probenpuffers (Verhältnis 1:1) und 5 Minuten 
Kochen bei 100°C denaturiert wurden, aufgetragen. Die Elektrophorese 
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wurde bei einer Stromstärke von 65 mA im Elektrophoresepuffer über       
3 Stunden ausgeführt. 
 
 
3.4.4. Western - Blotting für CYP2C9 
 
Transferpuffer 39 mM Glycin, 48 mM Tris HCl pH 8.0, 0,037% (w/v) 
SDS, 10% (v/v) Methanol 
 
Anschließend wurden die aufgetrennten Proteine elektrophoretisch auf 
eine Nitrocellulosemembran transferiert. Das Gel und die Membran 
wurden hierzu 10 Minuten im Transferpuffer äquilibriert. Zwei Lagen 
Filterpapier, in Transferpuffer getränkt, wurden glatt und luftblasenfrei auf 
eine Graphitanode gelegt, darauf die Membran, das Polyacrylamidgel und 
zwei weitere Lagen des mit Transferpuffer angefeuchteten Filterpapiers. 
Bei einer Stromstärke von 0,7 mA/ cm2 Gelfläche wurden die Proteine 
nach Auflegen der Graphitkathode auf die Membran transferiert. 
 
 
3.4.5. Färbung von Proteinen  
  Methode nach Sambrook et al. 1989 
 
Ponceau S Lösung  0,1% (w/v) Ponceau S in 5% (v/v) Essigsäure 
  
Zur Detektion der auf die Nitrocellulosemembran transferierten Proteine 
und zur Überprüfung eines gleichmäßigen Proteinauftrages wurde die 
Membran 5 Minuten mit Ponceau S Lösung inkubiert. Durch Waschen mit 
H2O wurde die Hintergrundfärbung entfernt. Anschließend wurden die 




3.5. Immunologische Methoden 
 
3.5.1. Immunoprint für CYP2C9 
nach Herstellerangaben, Boehringer Mannheim, Deutschland 
 
PBS-   s. 3.1.1. 
Blockierender Puffer  5% Trockenmilch in PBS 
Waschpuffer 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,3% Tween20 (pH 
7.5) 
Luminollösung  100 mM Tris pH 8,5, 2,5 mM Luminol,0,4 mM 
Coumaric acid in H2O 




anti - CYP2C9  IgG, rabbit 
 
Zweitantikörper: 
anti - IgG rabbit, Peroxidase konjugiert: Santa Cruz (USA) 
  
Der Nachweis von Proteinen, nach Proteintransfer auf die Membranen, 
erfolgte mittels spezifischer Antikörper. Um unspezifische Bindung der 
Antikörper an die Membran auszuschließen, wurden diese unter Schütteln 
30 Minuten mit blockierendem Puffer bei Raumtemperatur inkubiert. 
Dadurch wurden die unspezifischen Bindungsstellen der Membran 
blockiert. Danach wurde 4 x 15 Minuten mit Waschpuffer gewaschen und 
die Membran mit dem spezifischen Antikörper (Erstantikörper: anti -
CYP2C9) zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.  Es folgten vier 
weitere Waschschritte mit Waschpuffer je 15 Minuten und die zweistün-
dige Inkubation mit Peroxidase konjugiertem Zweitantikörper (anti - rabbit 
IgG) bei Raumtemperatur. Abschließend wurde erneut 4 x 15 Minuten mit 
Waschpuffer gewaschen. Die vom Erstantikörper gebundenen Proteine 
auf der Membran konnten nun indirekt über den gebundenen Zweit-
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antikörper mittels Peroxidasereaktion detektiert werden. Hierfür wurden 
Luminollösung und H2O2 Lösung im Verhältnis 1:1 auf die Membran 
gegeben und dann die Chemilumineszenzintensität durch Belichtung 
eines Röntgenfilms registriert. Die Auswertung der Proteinbanden-
intensität des Röntgenfilms erfolgte densitometrisch (Software: Molecular 
Analyst, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). 
 
 
3.6. Sonstige Assays 
 
3.6.1. Bioassay für EDHF 
 
PBS+ s. 3.3.1. 
Thrombozyten- s. 3.1.4. 
Resuspensionspuffer 
 
Um zu untersuchen, ob kultivierte venöse Endothelzellen (HUVEC) einen 
Cytochrom P450 2C8/9-abhängigen Faktor freisetzen, der Thrombozyten 
beeinflusst, wurde ein Bioassay zur Herstellung von EDHF ausgearbeitet: 
Wie in Abbildung 4 verdeutlicht, haben wir die aus einer menschlichen 
Nabelschnur gewonnenen HUVEC unter sich unterscheidenden 
Bedingungen kultiviert. In das Medium der einen Zellkulturschale gaben 
wir täglich die bekannten CYP2C8/9 Induktoren Nifedipin (100 nmol/L) 
(44) (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen) sowie ß-Naphtoflavon (3 µmol/L) 
(Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen). Die Zellen der anderen Schale blieben 
unbehandelt und wurden unter Kontrollbedingungen kultiviert. Nach 
Erreichen der Konfluenz wurden beide Ansätze auf jeweils drei 10 cm 
Zellkulturschalen gesplittet und weiter wie oben beschrieben 
unterschiedlich bis zur Konfluenz kultiviert. Dann wurden alle Zellen mit 
Nω-Nitro-L-Arginin (L-NA, 100 µmol/L) (Fa. Serva, Feinbiochemika, 
Heidelberg), zur Blockade der NO-Synthase, und mit Indomethacin (20 
µmol/L) (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen), zur Blockade der 
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Cyclooxygenase, 30 Minuten vorbehandelt. Anschließend wurden jeweils 
zwei der drei Zellschalen mit dem Stimulus Bradykinin (100 nmol/L) (Fa. 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 5 Minuten behandelt. Jeweils eine dieser 
Schalen wurde vorher zusätzlich 30 Minuten mit dem CYP2C9 Inhibitor 
Sulfaphenazol (3 µM) (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen) behandelt. Der 
dritte Teil der Zellen wurden als Kontrolle nicht stimuliert oder inhibiert. 
Dann wurden alle Zellen möglichst schnell dreimal mit 10 ml 
vorgewärmten PBS+ gewaschen, um die zugegebenen Reagenzien 
auszuwaschen. Zur Sammlung der Substanzen, die von den 
unterschiedlich behandelten Endothelzellen freigesetzt wurden, gaben wir 
zu allen Zellschalen 10 ml vorgewärmten Thrombozyten-Resuspensions-
puffer. Der Zellüberstand wurde nach 30 Minuten abgenommen. 
Anschließend wurde dieser Überstand sofort auf Eis aliquotiert und 
umgehend bei -20°C bzw. -80°C eingefroren. Er wurde später verwendet, 
um die Auswirkungen auf Thrombozyten zu untersuchen. Hierfür gaben 
wir jeweils 100 µl der Überstände zu den in jeweils 500 µl Puffer 
resuspendierten und auf eine Konzentration von 200.000 / µl eingestellten 
Thrombozyten. Zu den Kontrollen wurden zum Vergleich ebenfalls 100 µl 
Puffer gegeben. 
Die HUVEC-Zellen wurden nach der Überstände-Gewinnung teilweise zur 
RNA-Gewinnung (s. 3.3.1.), die EA.hy926-Zellen teilweise zur Protein 
Isolierung (s. 3.4.1.) verwendet. 
In Abbildung 3 ist der oben beschriebene EDHF-Bioassay zum besseren 


















Abbildung 3: Schematische Darstellung des EDHF-Bioassays. Die aus einer 
Nabelschnur isolierten HUVEC wurden auf 2 Zellkulturschalen kultiviert, wovon einer 
täglich Nifedipin und β-Naphtoflavon (als CYP Induktoren) zugegeben wurde. Nach 
unterschiedlicher Behandlung wurden die HUVEC-Überstände gesammelt und mit Bis-
oxonol gefärbten Thrombozyten inkubiert. Anschließend wurde das thrombozytäre 
Membranpotential durchflußzytometrisch gemessen. 
 
 
3.6.2. In vitro Assay zur Messung der Thrombozyten-
Endothel-Adhäsion 
   Methode nach Verheul 2000, verändert 
 
PBS+ s. 3.3.1. 
Thrombozyten- s. 3.1.4. 
Resuspensionspuffer 
 
Um die Adhäsion von gewaschenen Thrombozyten an kultivierten 
Endothelzellen (HUVEC) zu messen, verwendeten wir einen in vitro 
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Adhäsionsassay, der von Verheul et al. beschrieben wurde (154), mit 
kleinen Veränderungen. 
HUVEC der ersten Subpassage wurden über Nacht in 24-Loch 
Zellkulturschalen in reinem Endothelzell-Wachstumsmedium (Fa. Promo-
Cell, Heidelberg) bis zur Konfluenz kultiviert. Am Tag des Experiments 
wurde humanes PRP mit 5 µM (w/v) des membrangängigen Fluoreszenz-
Farbstoffes Calcein-AM (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) für       
30 Minuten bei Dunkelheit und 37°C inkubiert. Kurz vor Zentrifugation des 
PRP wurde 10 ng/ml Prostazyklin (w/v) (Iloprost, Schering, Berlin) 
zugegeben. Nach Zentrifugation wurden die markierten Thrombozyten so 
in Resuspensionspuffer aufgenommen, dass eine Konzentration von 
400.000/µl resultierte (ausführlich beschrieben unter 3.1.4.). Anschließend 
wurden die Thrombozyten mit verschiedenen Reagenzien und 
Überständen behandelt (s. Ergebnisteil). 
Die in den 24-Loch Zellkulturschalen konfluenten HUVEC wurden mit 
PBS+ gewaschen, dann wurde pro Loch 200 µl neues Medium zugegeben. 
Anschließend wurde die endgültige Thrombozytenmenge, 200 Millionen 
pro Loch (absolut), zugegeben. Als Negativ-Kontrolle wurde ein Teil der 
Thrombozyten immer mit 0,2 µg/L Abciximab (Reopro, Centocor B.V., 
Leiden, Niederlande) behandelt. Es handelt sich hierbei um das Fab-
Fragment eines chimären monoklonalen Antikörpers, der gegen den 
Glykoprotein-IIb/IIIa-Rezeptor von Thrombozyten gerichtet ist. Um die 
Hintergrund-Fluoreszenz als Leerwert subtrahieren zu können, wurde in 
jeweils mindestens zwei Löcher mit konfluenten Endothelzellen anstelle 
von Thrombozyten nur ihr Resuspensionspuffer zugegeben und der 
Leerwert gemessen. Die Thrombozytenadhäsion an kultivierten Endothel-
zellen wurde mittels Zentrifugation für zehn Minuten bei 600 g induziert. 
Nach dem ungebremsten Auslaufen der Zentrifuge wurden die 24 Loch 
Zellschalen mit den adhärenten Thrombozyten 15 Minuten bei Dunkelheit 
und 37°C inkubiert. 
Vor Messung wurden die HUVEC mit jeweils 500 µl / Loch angewärmtem 
PBS+ mit einer Multipette (Fa. Eppendorf, Hamburg) viermal gleichförmig 
gewaschen, um alle nicht adhärenten Thrombozyten zu entfernen. Es 
wurde darauf geachtet, dass der HUVEC-Zellrasen nicht beschädigt 
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wurde. Um das zu kontrollieren, wurde vor Fluoreszenz-Messung jedes 
Loch mittels Lichtmikroskop inspiziert. Es wurden nur die Löcher 
ausgewertet, bei denen der Zellrasen vollständig intakt war. 
Die Fluoreszenz der adhärenten Thrombozyten wurde mittels eines       
24-Loch Platten Fluoreszenz-Messers (SpectraFluor, Fa. Tecan, 
Crailsheim) gemessen. Angeregt wurde mit einer Wellenlänge von            
 Anregung = 488 nm, gemessen bei  Emission = 515 nm (siehe Abbildung 4). 
Jedes Loch wurde von dem Gerät mehrfach an verschiedenen Stellen 
gemessen und der Wert gemittelt. Nach Subtraktion des Leerwertes (s.o.) 































3.7. Statistische Analysen 
 
Alle Daten sind als Mittelwerte +/- SEM und als Prozent von 
Kontrollwerten dargestellt. Die Resultate wurden mit dem zweiseitigen      
t-Test für ungepaarte bzw. gepaarte Werte verglichen. Sollten mehr als 
zwei Gruppen miteinander verglichen werden, so wurde hierfür der 
ANOVA Test verwendet. 
Unterschiede wurden als signifikant angesehen, wenn die Irrtumswahr-
scheinlichkeit unter 5 Prozent lag (p<0.05). 
 
Die grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programms 
Sigma-Plot für Windows (Version 7.0) in Form von Balken - oder Linien-









In unbehandelten Thrombozyten nahm bei physiologischer extrazellulärer 
Kaliumkonzentration von 5 mmol/L das DiBAC4(3) Fluoreszenzsignal nach 
Zugabe des Kaliumionophors Valinomycin (Fa. Calbiochem, San Diego, 
U.S.A.) stetig ab und erreichte nach ca. 5 Minuten wieder ein „steady 
state“. Bei Valinomycinkonzentrationen von >2 µM nahmen die Fluores-
zenzwerte nicht weiter ab (n=15). 
Resuspendierte und mit DiBAC4(3) markierte Thrombozyten wurden bei 
verschiedenen Kaliumkonzentrationen jeweils 5 Minuten mit 2 µM 
Valinomycin inkubiert und anschließend die Fluoreszenzwerte im 
Durchflußzytometer gemessen. Abbildung 5 zeigt repräsentative Ergeb-
nisse der Fluoreszenzmessung bei verschiedenen extrazellulären Kalium-
konzentrationen. In Abb. 6 wurden die Mittelwerte der gemessenen Werte 
in einer Eichgeraden aufgetragen (n = 10). 
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Abbildung 5: Durchflußzytometrische Messungen der Eichreihe. Thrombozyten wurden 
bei Anwesenheit von Valinomycin (2 µM nach 5 min Inkubation) in 10, 20, 30, 60 und 90 
mM Kalium-haltigen Puffer resuspendiert (Bilder von oben nach unten). Dies resultierte in 




Einfluss verschiedener extrazellulärer Kaliumkonzentrationen auf die 
DiBAC4(3) - abhängige Fluoreszenz von Thrombozyten 
Kaliumkonzentration [mM]


















Abbildung 6: Mittlere Eichgerade (n = 10) von mit Bis-oxonol markierten und mit 
Valinomycin (2 µM nach 5 min Inkubation) hyperpolarisierten Thrombozyten, die in 
Kalium-Puffern verschiedener Konzentrationen resuspendiert sind. Es zeigt sich die 
annähernd lineare Zunahme der Fluoreszenzwerte (Korrelationskoeffizient r2 = 0,88), der 
Depolarisation entsprechend (Mittelwerte: 17,90+/-5,19; 54,91+/-6,05; 90,35+/-8,66; 
173,15+/-17,28; 210,75+/-19,14; von jeweils 10 Experimenten). 
 
Obige Eichgerade zeigt eine annähernd lineare Beziehung zwischen 
thrombozytären Bis-oxonol Fluoreszenzwerten und externen Kalium-
konzentrationen [K+]e im Bereich 0,1-90 mM (Abb. 6). Mit Hilfe dieser    
Null-Punkt Methode (117) wurde unter der Annahme, dass das              
Ruhemembranpotential in Gegenwart von Valinomycin nahe dem Kalium-
Gleichgewicht liegt, das Ruhemembranpotential anhand der Nernst-
Gleichung abgeschätzt. 
 
Nernst-Gleichung:  EK+ = R*T*(F*z K+)-1 * ln ([K+]e/[K+]i), 
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wobei R die allgemeine Gaskonstante (8,314 J*K-1*mol-1), T die Arbeits-
temperatur (in Kelvin), F die Faraday-Konstante (9,65*104 A*s*mol-1) und z 
die jeweilige Ionen-Ladung (1 für K+) ist. Durch Einsetzen der Werte      
vereinfachte sich die Gleichung wir folgt: 
 
EK+ = -61 mV * log ([K+]i/[K+]e). 
 
Für die intrazelluläre Kalium-Konzentration von Thrombozyten [K+]i 
nahmen wir den in der Literatur beschriebenen Wert von 140 mM an     
(52; 117). Bei bekannter extrazellulärer Kalium-Konzentration [K+]e konnte 
so jeweils ein Membranpotential errechnet und eine Eichgerade erstellt 
werden, die es erlaubte, aus den Fluoreszenzwerten näherungsweise das 
Membranpotential in mV zu bestimmen. 
Unter Verwendung dieser Methode ergab sich als durchschnittliches 
thrombozytäres Ruhemembranpotential in physiologischem Puffer         
(K+ = 2,7 mmol/L) ein Wert von -57,7 mV +/- 9,4 mV (n = 30). Dieser Wert 
entsprach näherungsweise den Werten, die auch von anderen Arbeits-
gruppen, zum Teil mit elektrophysiologischen Methoden (single-cell patch-
clamp), an Thrombozyten erhoben und publiziert wurden (52; 91). 
 
 
4.1.2. Effekt von „EDHF“ auf das thrombozytäre Membran-
potential 
 
Um nun zu überprüfen, ob menschliche Endothelzellen (HUVEC) einen 
Faktor freisetzen, der im Stande ist, menschliche Thrombozyten zu 
beeinflussen, wählten wir den unter 3.5.1. beschriebenen Bioassay. 
Im Vergleich zu Kontroll-Puffer ohne Zellkontakt konnten weder die 
Überstände von Kontrollzellen (n = 12) noch die Überstände von Zellen, 
die mit den bekannten CYP2C Induktoren Nifedipin (100 nmol/L) (44) und           
ß-Naphtoflavon (3 µmol/L) bis zur Konfluenz gewachsen waren, 
Thrombozyten signifikant hyperpolarisieren (n = 19). 
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Wurden die bis zur Konfluenz mit Nifedipin und ß-Naphtoflavon 
behandelten Zellen jedoch 5 Minuten vor Gewinnung der Überstände mit 
Bradykinin (100 nmol/L) (57; 115) stimuliert, hatten die Überstände eine 
signifikant hyperpolarisierende Wirkung auf Thrombozyten (n = 22,            
p < 0.05 Überstände von Kontroll-Zellen) (Abb.7). Bradykinin allein hatte 
keine hyperpolarisierende Wirkung auf Thrombozyten. Die hyperpolari-
sierende Wirkung der Überstände konnte durch vorherige Inkubation der 
HUVEC Zellen mit dem bekannten CYP2C9 Hemmer Sulfaphenazol (30 
µmol/L) trotz anschließender Bradykinin-Stimulation signifikant gehemmt 
werden. Diese Überstände hatten keine hyperpolarisierende Wirkung 
mehr auf Thrombozyten (n = 13, p < 0.05 gegen Bradykinin) (Abb.7). 
 















































Abbildung 7: Thrombozytäre Membranpotentialmessung nach Inkubation mit verschie-
denen HUVEC-Überständen. Die Fluoreszenzwerte sind in % von Kontroll-Puffer ange-
geben. Es zeigt sich eine thrombozytär hyperpolarisierende Wirkung der HUVEC Über-
stände, deren Zellen mit Nifedipin und ß-Naphtoflavon gewachsen, sowie mit Bradykinin 
stimuliert wurden (n=22, *: p < 0.05 gegen Kontrolle). Kein Effekt mehr nach Vorinkubati-
on der HUVEC mit Sulfaphenazol (n = 13,#:p < 0.05 gegen Bradykinin Hyperpolarisation). 
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Sämtliche Überstände wurden in Gegenwart des NO-Synthasehemmers       
L-NA (100 µmol/L) und des Cyclooxygenasehemmers Indomethacin,           
(20 µmol/L) gewonnen (vgl. 3.5.1.), weshalb bei diesem Bioassay eine 
hyperpolarisierende Wirkung von NO und Prostazyklin auf Thrombozyten 
vernachlässigt werden kann. Es ist deshalb wahrscheinlich, dass es sich 
um einen anderen hyperpolarisierenden Faktor („EDHF“) handelt. Wir 
haben daher die signifikant hyperpolarisierenden Überstände im 
Folgenden als „EDHF“-haltige Überstände bezeichnet. 
 
 
4.1.3. Beteiligte Ionenkanäle 
 
Um nun zu überprüfen, ob der von HUVEC freigesetzte Faktor seine 
hyperpolarisierende Wirkung über Calcium aktivierbare Kalium-Kanäle 
(KCa-Kanäle) vermittelt, haben wir drei KCa-Hemmstoffe verwendet. 
Der Hemmstoff Charybdotoxin (50 nmol/L, n = 5, p < 0.01) konnte die 
hyperpolarisierende EDHF-Wirkung komplett aufheben. Allerdings 
blockiert Charybdotoxin nicht nur KCa-Kanäle mittlerer (IKCa) und großer 
(BKCa) Leitfähigkeit sondern auch die in Thrombozyten stark exprimierten 
spannungsabhängigen Kalium-Kanäle (KV-Kanäle) und hat daher eine 
stark depolarisierende Wirkung auf Thrombozyten -18,2 ± 2 mV             
(50 nmol/L, n = 7) (Abb. 8, Tabelle 1). 
Iberiotoxin (500 nmol/L), welches ein spezifischer Hemmstoff der        
BKCa-Kanäle ist, konnte die thrombozytäre Hyperpolarisation durch EDHF 
haltige Überstände ebenfalls signifikant hemmen (n = 5, p < 0.05), 
wohingegen es allein keinen Effekt auf Thrombozyten hatte (Abb. 8, 
Tabelle 1). 
Apamin (500 nmol/L), ein spezifischer Hemmstoff der KCa-Kanäle geringer 
Leitfähigkeit (SKCa), hatte keinen signifikanten Effekt auf das thrombo-












































































Abbildung 8: Einfluss verschiedener KCa-Kanal Hemmstoffe auf die thrombozytär        
hyperpolarisierende Wirkung des von Endothelzellen freigesetzten EDHF-Faktors (n = 9, 
**: p < 0.01 gegen Kontrolle). Apamin (Apa) (500 nmol/L) hatte keinen Effekt (n = 9), 
Charybdotoxin (Cbtx) (50 nmol/L) konnte die Hyperpolarisation komplett aufheben (n = 5, 
##: p < 0.01 gegen EDHF) und hatte auch allein eine stark depolarisierende Wirkung auf 
Thrombozyten (n = 7). Iberiotoxin (Ibtx) (500 nmol/L) konnte die hyperpolarisierende 
EDHF-Wirkung ebenfalls signifikant aufheben (n = 5, #: p < 0.05 gegen EDHF) und hatte 
allein praktisch keinen Effekt auf das Membranpotential von Thrombozyten. 
(negative Fluoreszenzänderung entspricht Hyperpolarisation, positive Fluoreszenz-
änderung entspricht Depolarisation) 
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4.1.4 PCR und Restriktionsenzymverdau von CYP2C8/9 
 
Um den Zusammenhang der hyperpolarisierenden Wirkung mit der 
Ausprägung des CYP2C8/9-Gens zu untersuchen, isolierten wir mRNA 
aus den unterschiedlich bis zur Konfluenz gewachsenen HUVEC-Zellen 
und führten eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) durch. 
Es zeigte sich eine deutlich stärkere Expression des CYP2C8/9-Gens bei 
den HUVEC-Zellen, die mit Nifedipin und ß-Naphtoflavon gewachsen 
waren, als bei den HUVEC, die unter Kontroll-Bedingungen bis zur 
Konfluenz gewachsen waren (n = 3) (Abb.9). 
Das CYP2C8-Gen besteht aus 336 Basenpaaren. Um zu verifizieren, dass 
es sich bei unseren Banden tatsächlich um die CYP2C8-Expression 
handelt, führten wir einen spezifischen Restriktionsenzym-verdau mit Bcl1 
(Fa. Fermentas, St. Leon-Rot) durch. Es zeigten sich die zwei erwarteten 
spezifischen Banden des gespalteten CYP2C8 Fragmentes, welche die 
Hochregulation des CYP2C8/9-Gens durch Nifedipin und ß-Naphtoflavon 
verifizierten (n = 3) (Abb.10). 
 
 









Abbildung 9: Repräsentative rtPCR des CYP2C8/9-Gens von HUVEC. Deutlich        
kräftigere Banden zeigen HUVEC, die mit Nifedipin und ß-Naphtoflavon gewachsen sind, 
im Vergleich zu den Banden der HUVEC, die unter Kontroll-Bedingungen bis zur        















Abbildung 10: Repräsentative rtPCR des CYP2C8 Restriktionsenzymverdaus mit Bcl1. 
Das CYP2C8 Fragment wird von Bcl1 an spezifischer Stelle in zwei kleinere Fragmente 
gespaltet, was die CYP2C8 Bande verifiziert (n=3). 
 
 
4.1.5. Effekt von EETs auf das thrombozytäre Membran-
potential 
 
Da Epoxyeicosatriensäuren (EETs) in vielen Gefäßbetten als ein 
möglicher EDHF identifiziert worden sind und CYP2C-abhängig gebildet 
werden, untersuchten wir als nächstes den Einfluss von extern           
zugegebenen EETs auf das thrombozytäre Membranpotential. 
Um den optimalen Messzeitpunkt zu eruieren, fertigten wir zunächst eine 
Zeitkurve der Wirkung des 11,12-Stereoisomers (11,12-EETs), für das bei 
Beginn der Arbeit die meisten Literaturdaten vorlagen, auf Thrombozyten 
an. Nach Zugabe von 11,12-EET sanken die Fluoreszenzwerte über 7-10 
Minuten, einer Hyperpolarisation entsprechend, deutlich ab. Nach ca. 10 
Minuten stellte sich ein „steady state“ ein. Durch Zugabe von Gramicidin 
(100 nmol/L), einem Kationenionophor, stiegen die Fluoreszenzwerte 
deutlich an, was einer starken Depolarisation entspricht (Abb. 11). 
Um nun zu untersuchen, welche EET-Isoform Thrombozyten am stärksten 
hyperpolarisiert, registrierten wir die Fluoreszenzwerte stets nach            
10 Minuten Inkubation. 
50 
Kinetik der 11,12-EET Hyperpolarisation 










Abbildung 11: Zeitliche Entwicklung der Bis-oxonol - Fluoreszenzwerte menschlicher 
Thrombozyten nach 11,12-EET Zugabe (1 µM ) (Hyperpolarisation) und anschließender 
Depolarisation nach Gramicidin Zugabe (100 nmol/L). 
 
 
Alle verwendeten Isoformen (5,6- 8,9- 11,12- 14,15-EETs) hyper-
polarisierten bei einer Konzentration von 1 µM Thrombozyten signifikant. 
11,12-EETs bewirkten die größte Abnahme des thrombozytären 
Membranpotentials (Ruhepotential: -57,7 mV) auf  -69,4 ± 2 mV (n = 12,   
p < 0.01),  8,9-EETs hyperpolarisierten auf -66,5 ± 2 mV (n = 13, p < 0.01) 
und 14,15-EETs auf -63,2 ± 4 mV (n = 13, p < 0.01, jeweils gegen 
Kontrolle). 
Da jedoch nur die 11,12-EET Isoform Thrombozyten auch schon mit einer 
Konzentration von 100 nM signifikant auf -62,2 ± 3 mV hyperpolarisieren 
konnte (n = 8, p < 0.05 gegen Kontrolle) und am meisten in der Literatur 
beschrieben war, entschlossen wir uns dazu, die folgenden Experimente 
mit der 11,12-EET Isoform durchzuführen. 
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Die Membranpotentialwerte (in mV) sind in Tabelle 1 (siehe 4.1.5, S. 54) 
zusammengefasst, während die gemessenen relativen Fluoreszenz-
änderungen in nachfolgender Abbildung 12 dargestellt sind. Bei dieser 
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Abbildung 12: Einfluss verschiedener EET-Isoformen auf thrombozytäres Membran-
potential (nach 10 min gemessen). 11,12-EETs 100 nM (n = 8, *: p < 0.05), 11,12-EETs, 
1 µM  (n = 12, **: p < 0.01), 8,9-EETs (n = 13, **: p < 0.01) und 14,15-EETs (n = 13,     




Als nächstes haben wir den Einfluss der drei oben beschriebenen 
Hemmstoffe auf die Thrombozyten hyperpolarisierende Wirkung von EETs 
untersucht. 
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Während Apamin (500 nmol/L) keinen signifikanten Effekt auf die 
hyperpolarisierende EET-Wirkung hatte (n = 4), konnte Iberiotoxin (500 
nmol/L) die hyperpolarisierende EET-Wirkung teilweise (n = 4, p < 0.05) 
und Charybdotoxin (50 nmol/L) komplett aufheben (n = 4, p < 0.01 je 
gegen EET) (Abb. 13 und Werte in mV Tabelle 1). 
 
 






























































































Abbildung 13: Einfluss verschiedener KCa-Kanal Hemmstoffe auf die thrombozytär      
hyperpolarisierende Wirkung von 11,12-EET. Apamin (Apa) (500 nmol/L) hatte keinen  
Effekt (n = 4), Charybdotoxin (Cbtx) (50 nmol/L) konnte die Hyperpolarisation komplett 
aufheben (n = 4, ##: p < 0.01 gegen EET). Iberiotoxin (Ibtx) (500 nmol/L) konnte die       
hyperpolarisierende EDHF-Wirkung signifikant reduzieren (n = 4, #: p < 0.05 gegen EET) 
(negative Fluoreszenzänderung entspricht Hyperpolarisation, positive Fluoreszenz-




Alle anhand der jeweiligen Eichgeraden umgerechneten thrombozytären 
Membranpotentialwerte in mV sind in Tabelle 1 zusammengefasst. 
 
 











+ Puffer -57,7 -18,2 -59,5 -60,7 
+ EDHF -72,5 -41,9 -67,4 -74,9 
+ 8,9-EET -66,5 -21,5 -56,9 -63,5 
+ 11,12 EET -69,4 -29,4 -62,8 -65,2 
+ 14,15 EET -63,2   n.b.   n.b.   n.b. 
 
Tabelle 1: Zusammenfassung aller gemessenen thrombozytären Membranpotentialwerte 




4.2. Einfluss von EDHF und EETs auf thrombozytäre 
Adhäsion an Endothelzellen 
 
Um eine wichtige physiologische Thrombozytenfunktion - die thrombo-
zytäre Adhäsion an Endothelzellen - zu untersuchen, verwendeten wir den 
unter 3.6.2. beschriebenen Adhäsions-Versuchsansatz, bei dem 
Zentrifugation als Initiator thrombozytärer Adhäsion an HUVEC diente 
(154). Als Negativ-Kontrolle haben wir Abciximab (Reopro®), einen 
monoklonalen Antikörper, der gegen den thrombozytären Glykoprotein-
IIb/IIIa-Rezeptor Komplex gerichtet ist, verwendet. Wurden die mit 
Calcein-AM inkubierten fluoreszierenden Thrombozyten 5 Minuten mit 
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Abciximab (0,2 µmol/L) behandelt und anschließend auf die konfluenten 
Endothelzellen (HUVEC) zentrifugiert, konnten wir bei intaktem 
Endothelzellrasen eine um 35 ± 4 % verringerte thrombozytäre Adhäsion 
messen (n = 17, p < 0.01 gegen Kontrolle). 
 
 
4.2.1. von EDHF 
 
Wurden Thrombozyten 10 Minuten (vor Zentrifugation) mit EDHF-haltigen 
Überständen behandelt, so zeigte sich die Adhäsion an HUVEC um        
20 ± 6 % verringert (n = 16, p< 0.01 gegen Überstände von Kontrollzellen)    
(Abb. 14). 
Um zu untersuchen, ob dieser adhäsionshemmende Effekt des von 
HUVEC freigesetzten Faktors KCa-Kanal abhängig vermittelt wurde, 
wurden die Thrombozyten 5 Minuten mit KCa-Hemmstoffen vorbehandelt. 
Während Vorbehandlung mit Apamin (500 nmol/L) keinen messbaren 
Effekt auf die Adhäsions-Hemmung hatte (n=5), zeigte sich bei 
Charybdotoxin (50 nmol/L, 5 Minuten vor EDHF-Überstände Inkubation 
zugegeben) eine Zunahme der Adhäsion (n = 10, p < 0.01 gegen EDHF). 
Es zeigte sich sogar eine erhöhte Adhäsion um 18 ± 7 % gegenüber den 
mit Überständen von Kontrollzellen behandelten Thrombozyten (Abb. 14). 
Eine Vorbehandlung mit Iberiotoxin (500 nmol/L) konnte die Hemmung der 
Adhäsion durch die EDHF-Überstände komplett aufheben (n = 6, p < 0.05 
gegen EDHF). Es zeigte sich nahezu die gleiche Adhäsion wie der 
Thrombozyten, die allein mit Überständen von Kontrollzellen behandelt 














































Abbildung 14: Messung der Thrombozyten-Adhäsion an HUVEC in % der Kontrolle 
(Thrombozyten + Puffer). Abciximab, als Negativkontrolle, verringerte die Adhäsion um 
35 ± 4 % (n = 17, **: p < 0.01 gegen Kontrolle), EDHF-Überstände um 20 ± 6 % (n = 16,     
**: p < 0.01 gegen Kontrolle). Zusätzliche Gabe von Apamin (500 nmol/L) hatte keinen 
Effekt auf diese Reduktion (n = 5), Iberiotoxin (500 nmol/L) konnte sie komplett aufheben 
(n = 6, #: p < 0.05 gegen EDHF), ebenso Charybdotoxin (50 nmol/L) (n = 10, ##: p < 0.01 
gegen EDHF), was sogar eine erhöhte Adhäsion bewirkte. 
 
 
Abbildung 15 zeigt repräsentative Bilder (in Falschfarben) des Adhäsions-
assays zu den in Abbildung 14 dargestellten Fluoreszenzänderungen. Die 
Bilder wurden mit Hilfe eines konfokalen Laser-scanning Mikroskops LSM 
410 (Fa. Carl Zeiss, Jena) bei einer Anregungswellenlänge von 488 nm 






Repräsentative Bilder der Thrombozyten-Adhäsion an Endothelzellen 
 
Kontrolle EDHF
EDHF + Charybdotoxin EDHF + Iberiotoxin
EDHF + ApaminAbciximab (Negativ Kontrolle)
100µm
 
Abbildung 15: Repräsentative Bilder der Thrombozyten-Adhäsion an Endothelzellen in 
Falschfarben. Hier grün dargestellt die konfluenten HUVEC, rot die mit Calcein-AM 
fluoreszierenden adhärenten Thrombozyten. Die Aufnahmen wurden mit Hilfe eines 
Konfokalen Mikroskops erstellt (Vergrößerung 20-fach). 
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Um zu untersuchen, ob Depolarisation selbst einen Einfluss auf die 
thrombozytäre Adhäsion hat, behandelten wir gewaschene Thrombozyten 
vor Zentrifugation mit den depolarisierenden Substanzen Charybdotoxin 
bzw. 4-Aminopyridin, ein unspezifischer Kalium-Kanal Blocker mit hoher 
Affinität für spannungsabhängige Kalium-Kanäle (KV). Charybdotoxin 
führte zu einer dosisabhängigen Zunahme der Adhäsion um 16 ± 7 %   
(50 nmol/L) bzw. 36 ± 18 % (100 nmol/L) (je n = 16, p < 0.05 gegen 
Kontrolle). 4-Aminopyridin (1 mmol/L) steigerte die Adhäsion um             
63 ± 13 % (n = 16, p < 0.01 gegen Kontrolle), was einen membran-
potential-abhängigen Mechanismus vermuten lässt. 
 
 








































Abbildung 16: Messung der Thrombozyten-Adhäsion an HUVEC in % der Kontrolle 
(Thrombozyten + Puffer) mit Abciximab (Abc.) als Negativkontrolle. Charybdotoxin       
(50 nmol/L) steigerte die Adhäsion um 16 ± 7 % (n = 16, *: p < 0.05 gegen Kontrolle),       
Charybdotoxin (100 nmol/L)  um 36 ± 18 % gegen Kontrolle (n = 16, *: p < 0.05 gegen 
Kontrolle), 4-Aminopyridin steigerte die Adhäsion um 63 ± 13 % (n = 16, **: p < 0.01    
gegen Kontrolle). 
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4.2.2. von EETs 
 
Eine Vorbehandlung von Thrombozyten mit 11,12-EET (1 µmol/L)           
10 Minuten vor Zentrifugation reduzierte ebenfalls deren Adhäsion an 
HUVEC um 22 ± 4 % (n = 13, p < 0.01 gegen Kontrolle). Dies konnte 
durch vorherige Gabe von Charybdotoxin (50 nmol/L) (n = 13, p < 0.01 
gegen 11,12-EET) und Iberiotoxin (500 nmol/L) (n = 13, p < 0.05 gegen 
11,12-EET) verhindert werden (Abb. 17). Apamin (500 nmol/L) hatte auf 
die durch EETs erzielte Adhäsionshemmung (sowie auf die Hyper-
polarisation) keinen messbaren Effekt (n = 10) (Abb. 17). 
 
 






































Abbildung 17: Thrombozyten-Adhäsion an HUVEC in % von Kontrolle (Thrombozyten + 
Puffer). Die Behandlung mit Abciximab (Abc.) diente als Referenz. 11,12-EET (1 µmol/L) 
reduzierte die Adhäsion um 22 ± 4 % (n = 13, **: p < 0.01 gegen Kontrolle). Vorherige 
Gabe von Apamin (500 nmol/L) hatte keinen Effekt auf diese Reduktion (n = 10),        
Charybdotoxin (50 nmol/L) blockierte die Adhäsionsreduktion (n = 13, ##: p < 0.01 gegen 




4.3. Einfluss auf thrombozytäre Adhäsionsmolekül-
expression 
 
Eine mögliche Erklärung für verändertes Adhäsionsverhalten von 
Thrombozyten kann ihre veränderte Aktivierbarkeit sein. Wir untersuchten 
daher als Marker thrombozytärer Aktivierung die Expression der 
Adhäsionsmoleküle CD62P und CD41. 
P-Selektin (CD62P) ist in nicht aktivierten Thrombozyten in α-Granula     
gespeichert. Die Oberflächenexpression des Adhäsionsmoleküls             
P-Selektin wurde mit monoklonalen Antikörpern gekoppelt an FITC mittels 
FACScan Durchflußzytometer erfasst (vgl. 3.2.2.). Pro Versuch wurden 
10.000 Thrombozyten analysiert. 
 
 
4.3.1. von EDHF 
 
In Abbildung 18 ist die P-Selektin (CD62P) Expression dargestellt. Wurden 
unstimulierte Thrombozyten 10 Minuten mit EDHF-haltigen Überständen 
inkubiert, konnte keine signifikante Änderung der P-Selektin Expression 
gemessen werden (n = 9). Voraktivierung mit ADP (20 µmol/L) (3 Minuten) 
führte zu einer deutlichen Zunahme der P-Selektin Expression um          
16 ± 2 % (n = 9, p < 0.01 gegen Kontrolle). Wurden die Thrombozyten vor 
ADP-Gabe mit EDHF-Überständen behandelt, konnte diese Aktivierung 
signifikant verringert werden (n = 9, p < 0.01 gegen ADP). Vorherige 
Behandlung mit Iberiotoxin (500 nmol/L) hob die EDHF-Wirkung wieder 
auf und führte zu deutlicher thrombozytärer Aktivierung (n = 9, p < 0.01 







































Abbildung 18: P-Selektin (CD62P) Expression von Thrombozyten. Vermehrte Expression 
zeigt eine thrombozytäre Degranulation an. An unbehandelten Kontroll-Thrombozyten 
hatten EDHF-Überstände keinen Effekt (n = 9). Voraktivierung mit ADP (20 µmol/L)          
(3 Minuten) führte zu einer deutlichen Zunahme (+ 16 ± 2 %, n = 9, **: p < 0.01 gegen 
Kontrolle), welche durch Vorbehandlung mit EDHF-Überständen gehemmt wurde (n = 9, 
##: p < 0.01 gegen ADP). Dieser EDHF-Effekt wurde wiederum durch Vorbehandlung mit 
Iberiotoxin (Ibtx) (500 nmol/L) aufgehoben (n = 9, **: p < 0.01 gegen EDHF). 
 
 
4.3.2. von EETs 
 
11,12-EETs konnten die thrombozytäre P-Selektin Expression auch 
unstimulierter Thrombozyten dosisabhängig hemmen. 
10 Minuten Inkubation von 100 nM führten zu einer Abnahme um 5 ± 2 % 
(n = 3, p < 0.05 gegen Kontrolle). 1 µM 11,12-EETs bewirkten eine          
P-Selektin Abnahme um 11 ± 3 % (n = 7, p < 0.01 gegen Kontrolle)     
(Abb. 19). 
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Abbildung 19: P-Selektin (CD62P) Expression in % von unstimulierten Thrombozyten. 
11,12-EETs (100 nmol/L) reduzierten die P-Selektin Expression um 5 ± 2 % (n = 3,         




Als nächstes untersuchten wir, ob 11,12-EETs auch mit ADP (20 µmol/L) 
(3 Minuten) voraktivierte Thrombozyten hinsichtlich der P-Selektin 
Expression beeinflussen können und ob dieser Prozess gegebenenfalls 
blockiert werden kann. 
 
Wurden Thrombozyten 10 Minuten vor ADP Stimulation mit 11,12-EET    
(1 µmol/L) behandelt, konnte das den ADP induzierten P-Selektin-Anstieg 
fast vollständig verhindern (n = 9, p < 0.01 gegen ADP). Durch zusätzliche 
Apamin-Gabe (100 nmol/L) vor EET Behandlung konnte dieser Effekt 
nicht beeinflusst werden (n = 7), wohl aber durch Charybdotoxin-Gabe 



































Abbildung 20: P-Selektin (CD62P) Expression in % von Kontrolle. Voraktivierung mit 
ADP (20 µmol/L) (3 Minuten) führte zu einer erhöhten P-Selektin Expression (+ 16 ± 2 %, 
n = 9, **: p < 0.01 gegen Kontrolle), welche durch Vorbehandlung mit 11,12-EETs          
(1 µmol/L) reduziert wurde (n = 9, ##: p < 0.01 gegen ADP). Zusätzliche Apamin-Gabe    
(100 nmol/L) hatte keinen messbaren Effekt (+ 2 ± 3 % gegen 11,12-EET, n = 7), 
Charybdotoxin dagegen  hemmte den EET-Effekt (+ 7 ± 2 % gegen 11,12-EET, n = 9,    
**: p < 0.01 gegen 11,12-EET + ADP). 
 
 
Um weiter klären zu können, ob die Modulation der P-Selektin Expression 
vom Membranpotential abhängig ist, haben wir den Effekt der Zugabe 
verschiedener depolarisierender Stoffe getestet.  
Charybdotoxin (100 nmol/L) hatte keinen messbaren Effekt (n = 7), 
Tetrabutylammonium Chlorid (TBA, 1 mmol/L) jedoch, ein unspezifischer 
Kaliumkanalblocker, erhöhte die P-Selektin Expression um 11 ± 6 %          
(n = 7, p < 0.01 gegen Kontrolle).  
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Ebenso zeigten Thrombozyten, die in Puffer mit hoher Kalium-
Konzentration (50 nmol/L, Osmolarität an normalen Puffer angepasst) 
resuspendiert wurden, eine um 19 ± 2 % erhöhte P-Selektin Expression    
(n = 7, p < 0.01 gegen Kontrolle). Auch der stark depolarisierende 
Kationenionophor Gramicidin (100 nmol/L) führte zu einer um 11 ± 5 % 
erhöhten CD62P-Expression (n = 7, p < 0.01 gegen Kontrolle).            
Diese Daten sind in Abbildung 21 zusammengefasst. 
 
 




























Kontrolle Cbtx TBA KCl Gram.
 
 
Abbildung 21: Membranpotential-abhängige thrombozytäre P-Selektin (CD62P)          
Expression in % von Kontrolle (unbehandelte Thrombozyten). Charybdotoxin              
(100 nmol/L) hatte keinen Effekt (n = 7). Tetrabutylammonium Chlorid (TBA, 1 mmol/L) 
steigerte die P-Selektin Expression um 11 ± 6 %, Kalium-Chlorid (KCL, 50 mmol/L) um   




4.4. Verhalten der CYP2C9 überexprimierenden 
Zellen 
 
Um die Vermutung, dass EETs in unseren HUVEC-Überständen einen 
EDHF darstellen, weiter erhärten zu können, untersuchten wir eine 
endotheliale Hybridzellinie, die EA.hy926-Zellen. 
In diese schnell wachsende Endothelzellinie transfizierten wir das 
CYP2C9 Gen, wobei uns dankenswerterweise von Dr. B. Fisslthaler 
(Physiologie Frankfurt, Deutschland) ein Plasmid zur Verfügung gestellt 
wurde. Das Plasmid kodiert zusätzlich eine Resistenz gegen F408, sodass 
in Geneticin-haltigen Medien nur erfolgreich und stabil transfizierte EA.hy-
CYP2C9 Zellen überleben konnten. 
 
 
4.4.1. Nachweis des CYP2C9-Proteins in überexprimieren-
den Zellen 
 
Nach Selektionierung der Zellklone, die über mehrere Passagen die 
zusätzliche F408-Resistenz exprimierten und diese offensichtlich stabil in 
ihr Genom integriert hatten, überprüften wir, ob diese Klone auch das 
CYP2C9  Protein überexprimierten. Insgesamt erhielten wir 9 Zellklone. 
Davon zeigten 7 eine Expression des CYP2C9 Proteins im Western Blot 
Zellklone „A“ bis „G“. Als Positivkontrolle diente Schweinelebergewebe.  
Abbildung 22 zeigt das repräsentative Ergebnis (des Zellklons „C“) eines 











Abbildung 22: Western-Blot der CYP2C9 Proteinexpression. Positivkontrolle stellte 
Schweinelebergewebe, in denen CYP2C9 stark exprimiert ist, dar. Kontroll-EA.hy926    
Zellen zeigten keine Expression, stabil transfizierte EA.hy-CYP2C9 des Zellklons „C“ 
zeigte eine deutliche Proteinexpression von CYP2C9 in 3 unabhängigen Ansätzen. 
 
 
4.4.2. Freisetzung eines hyperpolarisierenden Faktors 
 
Für unseren Bioassay sammelten wir anschließend Überstände (wie unter 
3.6.1. beschrieben) von Kontroll-EA.hy926 Zellen sowie der transfizierten 
EA.hy-CYP2C9 Zellen des Zellklons „C“. Bei letzteren wählten wir wie bei 
den HUVEC-Versuchen zwei Ansätze. Ein Ansatz stellte unstimulierte 
Zellen dar, im anderen wurden die Zellen 5 Minuten vor Gewinnung der 
Überstände mit Bradykinin (100 nmol/L) stimuliert. 
Um nur die EDHF-Wirkung erfassen zu können, wurden sämtliche 
Überstände wieder unter Hemmung der NO-Synthase (L-NA, 100 µmol/L) 
und Cyclooxygenase (Indomethacin, 20 µmol/L) gewonnen. 
Im Gegensatz zu den Überständen der nicht transfizierten EA.hy926-
Zellen, die Thrombozyten nicht hyperpolarisierten und deren Memran-
potentialwerte nahezu auf dem Niveau lagen, das bei Inkubation in 
Kontroll-Pufferlösung ermittelt wurde (n = 15), hyperpolarisierten die 
Überstände von transfizierten EA.hy-CYP2C9 Zellen Thrombozyten 
signifikant um 9 ± 2 % (n = 15, p < 0.01 gegen Kontrolle) (Abb. 23).  
Dieser Effekt konnte durch Bradykinin (BK, 100 nmol/L) Stimulation der 
EA.hy-CYP2C9 Zellen 5 Minuten vor Überstände-Gewinnung noch 
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verstärkt werden auf 13 ± 3 % (n = 15, p < 0.01 gegen Kontrolle)        
(Abb. 23). 
Thrombozytäre Iberiotoxin-Behandlung (500 nmol/L) konnte diesen 
hyperpolarisierenden Effekt der Bradykinin stimulierten EA.hy-CYP2C9 
Überstände aufheben (96 ± 3 % der Kontroll-Fluoreszenzwerte, n = 4,      
p < 0.05 gegen EA.hy-CYP2C9 + BK) (Abb. 23). 
 
 






































Abbildung 23: Thrombozytäre Membranpotentialmessung mit verschiedenen EA.hy926 
Zell-Überständen. Die Fluoreszenzwerte sind in % von Kontroll-EA.hy Überständen     
angegeben (n = 15). Die Überstände der transfizierten EA.hy-CYP2C9 Zellen hyper-
polarisierten Thrombozyten um 9 ± 2 %, was durch Bradykinin (BK, 100 nmol/L) Stimula-
tion der EA.hy-CYP2C9 Zellen noch verstärkt wurde auf 13 ± 3 % (je n = 15, **: p < 0.01 
gegen Kontrolle). Thrombozytäre Behandlung mit Iberiotoxin (500 nmol/L) konnte diesen 





4.4.3. Einfluss des freigesetzten Faktors auf thrombozytäre 
Adhäsion an Endothelzellen 
 
Nachdem die Überstände der transfizierten EA.hy-CYP2C9 Zellen ähnlich 
hyperpolarisierende Eigenschaften wie die HUVEC Überstände zeigten, 
haben wir auch ihre funktionellen Effekte auf thrombozytäre Adhäsion 
untersucht. Als Referenz verwendeten wir erneut Abciximab (0,2 µmol/L) 
(- 32 ± 5 %, n = 15, p < 0.01 gegen EA.hy926-Überstände). 
Während die Überstände der nicht transfizierten EA.hy926 Zellen keine 
messbare Veränderung der Thrombozyten-HUVEC Adhäsion 
verursachten (n = 10, auch kein Effekt durch BK Stimulation), konnten wir 
eine deutliche Hemmung der thrombozytären Adhäsion messen, wenn 
diese mit Bradykinin (BK, 100 nmol/L) stimulierten EA.hy-CYP2C9 
Überständen behandelt wurden (28 ± 4 %, n = 10, p < 0.01 gegen 
EA.hy926-Überstände) (Abb. 24). 
Diese Adhäsionshemmung wurde nicht durch Vorbehandlung der 
Thrombozyten mit Apamin (500 nmol/L) (n = 9, nicht in Abb.), jedoch 
durch Charybdotoxin (Cbtx, 50 nmol/L) (n = 8, p < 0.01 gegen EA.hy-
CYP2C9 Überstände) oder Iberiotoxin (Ibtx, 500 nmol/L) verhindert (n = 5,      















































Abbildung 24: Thrombozyten-Adhäsion an HUVEC in % der Kontrolle. Bradykinin     
(BK, 100 nmol/L) stimulierte EA.hy-CYP2C9-Überstände hemmten die Thrombozyten 
Adhäsion um 28 ± 4 % (n = 10, **: p < 0.01 gegen EA.hy926-Überstände). Dieser Effekt 
wurde durch Charybdotoxin (Cbtx, 50 nmol/L) (n = 8, ##: p < 0.01 gegen EA.hy926-
Überstände) oder Iberiotoxin (Ibtx, 500 nmol/L) verhindert (n = 5, #: p < 0.05 gegen 
EA.hy-CYP2C9 Überstände). Abciximab (Abc, 0,2 µmol/L) diente als Referenz                




4.4.4. EET-Analyse der EA.hy-CYP2C9 Überstände 
 
Analysen der EA.hy-CYP2C9 Überstände durch Flüssigkeitschromato-
graphische Massenspektrometrie wurden dankenswerterweise von     
Prof. MD. W.B. Campbell in Wisconsin, Milwaukee, U.S.A., wie zuvor 
beschrieben, durchgeführt (108). 
Wie in Abbildung 25 dargestellt, fanden sich in den unstimulierten EA.hy-
CYP2C9 Überständen hohe Konzentrationen 8,9-EET (28,7 ± 7,1 pg/µL) 
und 14,15-EET (18,6 ± 4,5 pg/µL), sowie geringere Konzentrationen an     
11,12-EET (0,2 ± 0,05 pg/µL); 5,6-EET wurde nicht gemessen              
(alle Messungen n = 7). 
Bradykinin-Stimulation (100 nmol/L) der transfizierten EA.hy-CYP2C9 
Zellen führte zu jeweils deutlich höheren EET-Konzentrationen. Für      
8,9-EET wurden 49,8 ± 9,9 pg/µL, für 14,15-EET 38,2 ± 7,5 pg/µL            
(je n = 7, p < 0.01 gegen EA.hy-CYP2C9) und für 11,12-EET wurden      
0,3 ± 0,05 pg/µL (n = 7, p < 0.05 gegen EA.hy-CYP2C9) gemessen. Bei 
allen Messungen waren die Konzentrationen der EET-Abbauprodukte 
Dihydroxyeicosatriensäuren (DHET) deutlich geringer als die gemessenen 
EET-Konzentrationen. 
Produkte der Lipooxygenase, wie zum Beispiel 15-HETE, 12-HETE,        
5-HETE, welche die beobachteten Effekte auch erklären könnten, waren 
nicht messbar, obwohl die Methode dafür ebenfalls geeignet war (133).   












































































Abbildung 25: Analysen der EA.hy-CYP2C9 Überstände durch Massenspektometrische-
Liquidchromatografische (MSLC). Die verschiedenen EET-Konzentrationen sind in pg/µL 
dargestellt. 8,9-EET: 28,7 ± 7,1 (89,6 nmol/L), mit Bradykinin (BK, 100 nmol/L) 
Stimulation 49,8 ± 9,9 (155,4 nmol/L)  (n = 7, **: p < 0.01). 11,12-EET: 0,2 ± 0,05      
(0,62 nmol/L), mit BK 0,3 ± 0,05 (0,94 nmol/L) (n = 7, *: p < 0.05).14,15-EET: 18,6 ± 4,5 




5.1. EDHF als endotheliales Autakoid 
 
EDHF wird neben NO und Prostazyklin als ein dritter wichtiger 
endothelialer Faktor definiert, der eine Gefäßrelaxation auslöst. Eine 
EDHF abhängige Relaxation erfolgt normalerweise nach Stimulation des 
Endothels z.B. mit Bradykinin, Acetylcholin oder Erhöhung der Wand-
schubspannung (16; 26; 30; 47), während eine basale Freisetzung von 
EDHF aus unstimuliertem Endothel bisher nur indirekt gezeigt werden 
konnte (de Wit et al.). Da seine relaxierende Wirkung mit einer 
Hyperpolarisation der glatten Gefäßmuskulatur einhergeht, entstand der 
Name endothelialer hyperpolarisierender Faktor (endothelium-derived 
hyperpolarizing factor - EDHF) (103; 148). 
  
Für NO und Prostazyklin ist neben der lokalen Gefäßwirkung vielfach auch 
eine Freisetzung ins Gefäßlumen und weiterhin eine Beeinflussung der 
Funktion zirkulierender Blutbestandteile beschrieben (18; 54; 58; 113; 114; 
121; 141). Beide hemmen u.a. die thrombozytäre Aktivierung (4; 100). Für 
EDHF war zu Beginn dieser Arbeit noch nicht klar, ob er ebenfalls - was 
eine Freisetzung ins Gefäßlumen impliziert - Blutbestandteile wie 
Thrombozyten beeinflussen kann. Unsere Daten geben jetzt Anhalt dafür, 
dass EDHF ein auch nach luminal freisetzbarer Faktor ist, denn HUVEC 
setzten einen von NO und Prostacyclin unabhängigen Faktor in Über-
stände (also „luminal“) frei, der Thrombozyten hyperpolarisierte und 
funktionell beeinflusste.   
Obwohl die Existenz einer EDHF-mediierten Gefäßdilatation unumstritten 
ist (16; 26), wird die Identität von EDHF und sein funktioneller Anteil an 
der vaskulären Relaxation in Gefäßbetten verschiedener Spezies dennoch 
nach wie vor sehr kontrovers diskutiert (149). 
Darüber hinaus wurde noch nicht geklärt, ob EDHF seine vielfach nach-
gewiesenen Effekte über freigesetzte Botenstoffe oder auch direkt über 
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myoendotheliale Verbindungen vermittelt (Gap junctions) (59; 149). Die 
letztgenannte These wird durch die Beobachtung gestützt, dass EDHF-
Effekte auf den Gefäßtonus durch Blockade interzellulärer Gap junctions 
vermindert werden können (24; 137). Obwohl solche Beobachtungen 
suggerieren, dass zumindest in Bezug auf die Gefäßrelaxation eine 
Freisetzung von EDHF nicht zwingend erforderlich wäre, so schließen 
diese Daten die Möglichkeit einer EDHF-Freisetzung ins Gefäßlumen und 
damit eine Beeinflussung von Blutbestandteilen keineswegs aus. 
In der Mehrzahl der tierexperimentell untersuchten Gefäßgebiete und bei 
nahezu allen bisher untersuchten menschlichen Gefäßen scheint EDHF 
jedoch ein Faktor zu sein, der in einer durch die Cytochrom P450 Oxidase 
(CYP 450) katalysierten Reaktion aus Arachidonsäure entsteht (48). 
Wichtige Produkte dieser Reaktion sind Epoxyeicosatriensäuren (EETs). 
Erste Befunde, dass EETs eine Gefäßrelaxation bei Säugetieren bewirken 
können, konnten Hecker et al. 1994 an Schweine-Koronararterien erheben 
(65). Hierbei wurden 11,12-EETs untersucht. Zwei Jahre später konnte die 
Gruppe um Campbell et al. mit verschiedenen extern zugegebenen EET-
Isoformen (5,6- 8,9- 11,12- 14,15-EET) an Rinder-Koronararterien eine 
Hyperpolarisation der Gefäßmuskulatur (gemessen mit patch-clamp 
Technik) und eine Relaxation dieser Gefäße auslösen (21). Alle EET-
Isoformen waren hierbei gleich wirksam und vermittelten die Effekte über 
Stimulation Calcium aktivierbarer Kalium-Kanäle (KCa-Kanäle). 
Widmann et al. konnten 1998 zeigen, dass die Acetylcholin induzierte 
EDHF-artige Relaxation von Hunde-Koronararterien teilweise von Pro-
dukten der Cytochrom P450 Oxidase abhängig ist (159). Wenige Monate 
später konnten Miura et al. erstmals in Arteriolen des menschlichen 
Koronarsystems eine wichtige Rolle von Produkten der CYP 450 bei der 
Acetylcholin oder Bradykinin induzierten EDHF-artigen Dilatation nach-
weisen (99). Diese Effekte waren Endothel-abhängig. 
Dass die Isoformen 2C der Cytochrom P450 Oxidase (CYP 2C) eine 
wichtige Rolle der EDHF-artigen Dilatation einnehmen, wurde an 
Schweine-Koronararterien und der Mikrozirkulation des Hamsters gezeigt 
(31; 46). Darüber hinaus konnte im Jahre 2000 von Bolz et al. durch 
Transfektion in isolierten Widerstandsgefäßen des Hamsters gezeigt 
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werden, dass die Isoform CYP2C8/9 eine entscheidende Rolle in der 
EDHF-artigen Gefäßrelaxation spielt (11). Die Beteiligung von CYP2C bei 
EDHF-vermittelten Reaktionen sowie die Freisetzung von EETs direkt aus 
Endothelzellen in den Extrazellulärraum konnten sowohl in mehreren 
Bioassays (31; 44; 50) als auch in Zellkulturen reproduziert werden (131). 
Auch an Segmenten der menschlichen Arteria mammaria interna zeigte 
sich eine zentrale Beteiligung von 11,12-EETs an EDHF-vermittelter 
Vasodilatation (2). 
Weiterhin konnte beobachtet werden, dass kultivierte Endothelzellen aus 
Schweine-Koronararterien nach chronischer Inkubation mit den CYP-
Induktoren Nifedipin und beta-Naphtoflavon (127) deutlich mehr 11,12-
EETs produzierten als unbehandelte Zellen. Bei den so kultivierten Zellen 
konnte eine deutliche Induktion der CYP2C m-RNA, nicht jedoch der 
CYP2J oder CYP2B m-RNA, beobachtet werden. Nach Behandlung der 
Endothelzellen mit dem CYP2C9 Hemmer Sulfaphenazol (44; 127) war 
hingegen der Effekt nicht mehr nachweisbar. 
 
Auch wir konnten in kultivierten humanen venösen endothelialen 
Umbilicalvenenzellen (HUVEC) mittels m-RNA Nachweis nach Stimulation 
mit Nifedipin und β-Naphtoflavon eine deutliche Hoch-Regulation des 
CYP2C-Gens gegenüber unbehandelten HUVEC beobachten.  
Wir generierten durch Transfektion des CYP2C9-Gens eine endotheliale 
Zellinie, die CYP2C9 auf m-RNA und Proteinebene stabil überexprimierte. 
Überstände dieser Zellinie zeigten eine EET-Freisetzung, die sowohl 
bereits basal erhöht war als auch durch Bradykinin-Stimulation weiter 
gesteigert wurde. Die gleichartige Wirkung von CYP Hemmung bzw. 
Überexpression auf EET-Produktion und EDHF-Effekte legt die Annahme 
nahe, dass in einigen Spezies und Gefäßbetten EETs, insbesondere 
11,12-EET, einen wichtigen EDHF darstellen können. 
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5.2. Effekt von EDHF sowie EETs auf das thrombo-
zytäre Membranpotential 
 
Um den Einfluss des endothelial freigesetzten EDHF auf Thrombozyten zu 
untersuchen, verwendeten wir den unter 3.6.1. ausführlich beschriebenen 
Bioassay. Wir konnten hiermit erstmals zeigen, dass HUVEC, welche mit 
Nifedipin und β-Naphtoflavon kultiviert wurden, nach Stimulation mit 
Bradykinin einen Faktor freisetzten, welcher menschliche Thrombozyten 
hyperpolarisierte. Diese Freisetzung konnte durch Vorbehandlung der 
HUVEC mit Sulfaphenazol, einem relativ spezifischen Hemmer von 
CYP2C9, blockiert werden, so dass keine Wirkung des endothelialen 
Überstands auf die Thrombozytenfunktion mehr messbar war.  
In den Versuchen zum Nachweis von EDHF blockierten wir die NO-
Synthase und die Cyclooxygenase. Wie wir bereits früher zeigen konnten, 
hemmen die von uns verwendeten Konzentrationen die NO- sowie 
Prostaglandin-Synthese effektiv (122). Daher ist es unwahrscheinlich, 
dass NO- oder Prostazyklin an den von uns beobachteten „EDHF“-
Effekten beteiligt waren. Die beobachteten hyperpolarisierenden Effekte 
waren damit per definitionem durch den dritten unabhängigen Faktor, 
EDHF, vermittelt. 
Ob dieser EDHF-Effekt nun via CYP2C-Metabolite wie Epoxyeicosa-
trienäuren vermittelt wurde, soll im Weiteren noch ausführlich diskutiert 
werden. Die Steigerung der Effekte durch CYP2C8/9-Induktion mittels 
Nifedipin und ß-Naphtoflavon sowie Bradykinin-Stimulation deuten jeden-
falls zunächst darauf hin. 
 
Das thrombozytäre Ruhemembranpotential, durch single cell patch-clamp 
gemessen, wird in der Literatur als zwischen -50 und -60 mV liegend 
beschrieben (53; 87; 144; 158). Änderungen des thrombozytären 
Membranpotentials können die Funktion von Thrombozyten beeinflussen 
(52; 117). Es gibt Daten, dass Aktivierung und Aggregation von 
Thrombozyten durch ihre Depolarisation verstärkt werden kann (72). 
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Darüber hinaus gibt es Daten, dass auch Stimulation von Thrombozyten 
mit ADP oder Thrombin zu einer Depolarisation führen kann (68; 158). 
Mit unserer Bis-oxonol Fluoreszenzmethode konnten wir anhand der 
Eichgerade (mit Zugrundelegen der Nernst-Gleichung) ein durch-
schnittliches thrombozytäres Ruhepotential von -58 mV abschätzen. 
Verglichen mit anderen Messmethoden, wie zum Beispiel der single cell 
patch-clamp Methode, kann das Membranpotential mit unserer Bis-oxonol 
Fluoreszenzmethode weniger exakt bestimmt werden. Allerdings können 
Membranpotentialänderungen bei Zellen in physiologischer Lösung, wie 
zum Beispiel Thrombozyten, sehr sensitiv und unter physiologischen 
Bedingungen erfasst werden (14; 15). 
In unseren Versuchsansätzen hyperpolarisierten die gewonnenen „EDHF-
haltigen Überstände“ Thrombozyten deutlich. Dieser Effekt wurde über 
Calcium aktivierbare Kalium-Kanäle (KCa-Kanäle) vermittelt und konnte 
durch Blockierung der Kalium-Kanäle mit großer (BKCa) und mittlerer (IKCa) 
Leitfähigkeit, nicht jedoch von denen mit geringerer (SKCa) Leitfähigkeit, 
blockiert werden. Während die EDHF-vermittelten Effekte in vielen 
Gefäßbetten durch eine Kombination aus Apamin und Charybdotoxin 
(durch Blockade von SKCa und IKCa) verhindert werden konnten (16), hatte 
Apamin in unseren Versuchen keinen blockierenden Effekt auf die 
thrombozytäre Hyperpolarisation. Eine mögliche Erklärung hierfür ist die 
fehlende Expression von Calcium aktivierbaren Kalium-Kanälen mit 
geringer Leitfähigkeit (SKCa) auf Thrombozyten (43), während BKCa und 
IKCa-Kanäle auf Thrombozyten nachgewiesen werden konnten (88; 89). 
Wahrscheinlicher ist jedoch, dass SKCa-Kanäle nur im Endothel selbst - für 
die EDHF Bildung oder Freisetzung - von Bedeutung sind (16) nicht 
jedoch als Targets für EDHF in Zielzellen.   
Charybdotoxin hingegen zeigte allein einen stark depolarisierenden Effekt 
auf Thrombozyten. Für Charybdotoxin ist eine spezifische Blockierung von 
IKCa-Kanälen sowie eine unspezifische Blockierung von BKCa-Kanälen und 
spannungsabhängig („voltage“-) aktivierbaren (KV-Kanälen) Kalium-
Kanälen beschrieben (88). Letztere sind auf Thrombozyten in großer 
Anzahl vorhanden (89). Durch unspezifische Blockierung von spannungs-
abhängig („voltage“-) aktivierbaren (KV-Kanälen) Kalium-Kanälen ist der 
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stark depolarisierende Effekt des Charybdotoxin auf Thrombozyten am 
ehesten zu erklären. Trotzdem konnten wir durch Charybdotoxin eine 
deutliche Blockade des hyperpolarisierenden Effektes der EDHF-
Überstände beobachten. Diese ist am ehesten via Blockierung von IKCa-
Kanälen sowie Blockierung von BKCa-Kanälen erklärbar. Auch das 
spezifisch nur BKCa-Kanäle blockierende Iberiotoxin (56) konnte den 
EDHF-Effekt nahezu vollständig verhindern. Dies macht ein Vorhan-
densein von Calcium aktivierbaren Kalium-Kanälen mit großer (BKCa) 
Leitfähigkeit auf den Thrombozyten sowie deren Beeinflussung durch 
EDHF sehr wahrscheinlich. 
 
Eine ähnliche hyperpolarisierende Wirkung konnte durch Behandlung der 
Thrombozyten mit EETs beobachtet werden. Auch diese Effekte konnten 
in gleicher Weise durch Blockierung von BKCa- und IKCa-Kanälen, nicht 
jedoch von SKCa-Kanälen, verhindert werden. Diese Analogie stellt einen 
weiteren Hinweis auf eine Rolle von EETs bei der EDHF-vermittelten 





5.3. Effekt von EDHF sowie EETs auf die Thrombo-
zytenfunktion 
 
Bei Untersuchung der Thrombozytenfunktion besteht immer das 
potentielle Risiko einer artifiziellen Thrombozytenaktivierung in vitro, so bei 
Gewinnung oder Verarbeitung der Proben. Alle freiwilligen gesunden 
Spender gaben an, mindestens in den zurückliegenden zwei Wochen 
keine Medikamente eingenommen zu haben. Weiterhin wurde die 
Abnahme und Verarbeitung der Proben nach standardisierten 
Bedingungen durchgeführt. Es wurde in Voruntersuchungen auch 
überprüft, dass Thrombozyten nach ihrer Präparation weder Spontan-
aggregation noch Spontanadhäsion zeigten. Daten von thrombozytären 
Membranpotentialen an Thrombozyten in vivo liegen leider nicht vor, so 
dass wir nicht mit Sicherheit sagen können, ob diese nicht durch die 
Präparation bereits vordepolarisiert waren. Die nachfolgend angestellten 
Überlegungen müssen also mit dieser Einschränkung versehen werden, 
die allerdings für alle in vitro Untersuchungen an Blutplättchen gilt.   
 
Sowohl nach Inkubation der Thrombozyten mit EDHF-Überständen als 
auch mit Epoxyeicosatriensäuren zeigte sich neben einer Hyper-
polarisation eine deutlich verminderte Thrombozytenadhäsion an 
Endothelzellen in vitro. Eine noch stärkere Reduktion der thrombozytären 
Adhäsion zeigte sich durch Behandlung der Thrombozyten mit den 
gewonnenen Überständen der CYP2C9 stabil überexprimierenden und mit 
Bradykinin stimulierten Zellen. Diese Effekte waren - wie schon die Effekte 
aufs Membranpotential - abhängig von Calcium aktivierbaren Kalium-
Kanälen (KCa-Kanäle) verschiedener Leitfähigkeit. Während Apamin 
keinen Effekt hatte, konnte Iberiotoxin die Hemmung der Adhäsion 
aufheben - es zeigte sich eine mit Kontrollzellen vergleichbare Adhäsion. 
Charybdotoxin hingegen bewirkte sogar eine vermehrte Adhäsion an 
Endothelzellen.  
Zu beachten ist die ausschließlich thrombozytäre Behandlung mit Kalium-
Kanalblockern, EET und EDHF-Überständen. Dies bedeutet, dass die 
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Behandlung von Endothelzellen in diesem Zusammenhang keine Rolle 
spielt. 
Interessanterweise bewirkte eine signifikante Depolarisation von Thrombo-
zyten durch Charybdotoxin oder 4-Aminopyridin eine deutlich vermehrte 
thrombozytäre Adhäsion an Endothelzellen sowohl im statischen Versuch 
als auch unter Shear Stress. Diese Daten lassen auf einen Einfluss des 
thrombozytären Membranpotentials auf die Thrombozytenfunktion 
schließen (75). 
In Bezug auf thrombozytäre Aggregation ist ebenfalls mehrfach ein teil-
weise membranpotential-abhängiger Effekt gezeigt worden. Depolarisation 
steigerte die ADP-induzierte Aggregation (72; 112; 158). Da basale 
Aggregation ohne Stimulus nicht reproduzierbar messbar ist, verwendeten 
wir stets Stimuli (ADP, Thrombin, Kollagen) zur Induktion der Aggre-
gationsreaktion. In unseren Versuchansätzen hatte Hyperpolarisation mit 
EDHF-Überständen oder EETs (bis zu 10μmol/L) keinen Einfluss auf die 
thrombozytäre Aggregation. Eine mögliche Erklärung wäre das Über-
wiegen von membranpotential-unabhängigen Signalwegen der thrombo-
zytären Aggregation nach Beginn der Aggregationsreaktion mit membran-
potential-unabhängigen Stimuli, wie ADP, Thrombin oder Kollagen. 
 
Möglicherweise hat EDHF / haben EETs aber durch Hyperpolarisierung 
des thrombozytären Ruhemembranpotentials einen protektiven Effekt, 
indem membranpotential-abhängig eine Hemmung der thrombozytären 
Adhäsion vermittelt wird. Durch Hyperpolarisation könnten EDHF / EETs 
den Schwellenwert für das Öffnen spannungsabhängiger KV-Kanäle 
modulieren und dadurch potentiell protektive Effekte ausüben (75). 
Ein weiterer Mechanismus der erniedrigten Adhäsion könnte in der 
Verringerung der Degranulation und somit einer erniedrigten Adhäsions-
molekülexpression in der Thrombozytenmembran liegen (83). Wir konnten 
durch EDHF / EETs eine deutliche Reduktion der basalen sowie 
insbesondere der ADP-induzierten P-Selektin Expression messen. Auch 
diese Effekte des EDHF / der EETs wurden zumindest teilweise durch 
Potentialänderungen infolge Aktivierung Calcium aktivierbarer Kalium-
Kanäle (KCa-Kanäle) vermittelt. 
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Die physiologische Blutstillung mit thrombozytärer Aktivierung, Adhäsion 
und Aggregation ist nach dem gegenwärtigen Verständnis ein hochkom-
plexer Vorgang mit unterschiedlichen, teilweise parallel, teilweise seriell, 
überwiegend synergistisch ablaufenden Prozessen. 
Bei Gefäßwandverletzung kommt es zur Freilegung von subendothelialer 
Matrix, insbesondere von Kollagen, einem thrombozytären Stimulus. 
Dieser Kontakt der Thrombozyten löst via GP VI, dem wichtigsten 
thrombozytären Kollagenrezeptor, ihre erste Antwort, nämlich Aktivierung 
und Aggregation aus (92; 93).  
Bei Aktivierung schütten Thrombozyten u.a. den Inhalt ihrer α-Granula  
aus - hierdurch wird unter anderem thrombozytäres P-Selektin exprimiert, 
welches in funktionsfähiger Form in großer Anzahl in thrombozytären      
α-Granula gespeichert wird und nach Aktivierung mit der Zellmembran 
fusioniert. Thrombozytäres P-Selektin scheint - neben insbesondere von 
Willebrand factor (vWF) via GPIb-V-IX Komplex - auch teilweise an der 
initialen Interaktion von Thrombozyten mit Endothelzellen beteiligt zu sein, 
indem Thrombozyten aus dem Blutfluss abgebremst werden und das so 
genannte „Thrombozyten-rollen“ entsteht (92).  
Weiterhin schütten (durch Verletzung oder Stimulation) aktivierte 
Endothelzellen u.a. die Inhaltsstoffe ihrer intrazellulären Speicher, die so 
genannten Weibel-Palade-Körperchen, aus und exprimieren diverse 
Faktoren, wie auch endotheliales P-Selektin (152). Neben P-Selektin, 
Endothelin und einigen proinflammatorischen Faktoren, wie beispielsweise 
Interleukin-8, ist dies das Plasmaprotein von Willebrand factor (vWF), 
welches gerade bei Gefäßverletzung eine große Rolle in der Regulierung 
der thrombozytären Aggregation und Adhäsion spielt (32; 152). Das 
Adhäsionsmolekül vWF bindet bei Thrombozyten an zwei oberflächlichen 
Rezeptoren, dem Glykoprotein (GP) Ib-V-IX sowie dem Integrin Alpha (IIb) 
beta 3 (42; 135). Die gegenwärtige Hypothese der initialen transienten 
Adhäsion besagt, dass insbesondere der Kontakt von vWF mit 
thrombozytärem GP Ib-V-IX weitere Thrombozyten aus dem Blutfluss 
rekrutiert und zur Bildung des so genannten „weißen Thrombus“ beiträgt. 
Durch weitere thrombozytäre Aktivierung und damit auch weitere 
Expression von thrombozytärem P-Selektin und alpha (IIb) beta (3), dem 
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Fibrinogen-Rezeptor, und durch Kontakt mit Kollagen, z.B. via GP VI, wird 
eine feste Adhäsion begünstigt (33; 105; 129). Ein Effekt von Kollagen ist 
die Aktivierung des Fibrinogen-Rezeptors. Dadurch wird die feste 
thrombozytäre Vernetzung durch Fibrinogen via thrombozytäre αIIbβ3 
Rezeptoren (3) begünstigt. Durch die parallel ablaufende plasmatische 
Gerinnung und durch den Einbau von Leukozyten und Erythrozyten kann 
sich der so genannte „rote Thrombus“ formieren (37; 93; 97; 101; 102; 
106; 107; 156). 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Expression von           
P-Selektin im hochkomplexen System der Homöostase sowohl teilweise 
im Bereich der ersten lockeren Interaktion von Thrombozyten mit 
Endothelzellen als auch gerade in der irreversiblen festen Adhäsion 
mitbeteiligt zu sein scheint. Weiterhin stellt thrombozytäres P-Selektin 
einen generellen Aktivierungs-Marker von Thrombozyten dar. 
Die Reduktion der thrombozytären Aktivierung, gemessen an einer 
reduzierten P-Selektin Expression, könnte also eine mögliche Erklärung 
für die beobachtete verringerte feste thrombozytäre Adhäsion an 
Endothelzellen und damit die Hemmung der Thrombusbildung darstellen. 
 
Wir konnten zeigen, dass EDHF / EETs die thrombozytäre Adhäsion 
sowie die thrombozytäre Aktivierung an HUVEC in vitro reduzieren kann. 
Wie groß der Einfluss dieser Effekte im komplexen Gerinnungssystem in 
vivo ist und ob EDHF / EETs möglicherweise weitere Teile dieses 
Systems beeinflussen, müssen künftige Experimente, insbesondere unter 






5.4. Sind die funktionellen EDHF / EET-Effekte auf 
Thrombozyten vom Membranpotential abhängig? 
 
Ging man zunächst von einer rein membranpotential-abhängigen Wirk-
weise des endothelialen hyperpolarisierenden Faktors aus, so sind seit 
einiger Zeit für EDHF und insbesondere EETs auch vom 
Membranpotential unabhängige Effekte beschrieben. So beschrieben 
Node et al. 1999 erstmals, dass EETs die Leukozytenadhäsion an 
Endothelzellen durch Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-ĸB (109) 
oder Aktivierung kleiner G-Proteine (110) reduzieren können. Fleming et 
al. beschrieben weitere intrazelluläre vom Membranpotential unabhängige 
Effekte von EETs (49). Diese beeinflussen hierbei mehrere endotheliale 
Signalkaskaden der Zellproliferation und Angiogenese. Somit können 
EETs auch als wichtige intrazelluläre „second-messenger“ mit 
Verstärkungs- und Modulationseigenschaften wirken (49; 50). 
 
Das wirft die Frage auf, ob die von uns beobachteten, insbesondere 
funktionellen Effekte membranpotentialabhängig oder -unabhängig       
vermittelt wurden.  
EDHF und externe EETs hyperpolarisierten Thrombozyten und verringer-
ten deren Adhäsion an Endothelzellen. Allerdings kann daraus nicht 
geschlossen werden, dass die Wirkung via Hyperpolarisation allein, also 
vom Membranpotential abhängig, vermittelt wurde. Ein möglicherweise 
zusätzlicher vom Membranpotential unabhängiger Effekt kann nicht 
ausgeschlossen werden. Allerdings spricht für eine wichtige Rolle des  
Membranpotentials die Tatsache, dass thrombozytäre Depolarisation mit 
verschieden Stimuli unterschiedlicher Wirkungsweise jeweils eine erhöhte 
Adhäsion an Endothelzellen bewirkte. Dabei wurden neben Charybdotoxin 
auch 4-Aminopyridin, ein unspezifischer Kalium-Kanal Blocker, verwendet. 
Dabei ergab sich eine Art Dosis-Wirkungs-Beziehung: Je größer die 
thrombozytäre Depolarisation war desto mehr thrombozytäre Adhäsion an 
HUVEC zeigte sich.  
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Bei der P-Selektin Expression zeigte sich ebenfalls eine deutliche 
Zunahme der thrombozytären Degranulation je mehr die Thrombozyten 
depolarisiert wurden. So bewirkte neben Tetrabutylammonium, ein 
unspezifischer Kaliumkanalblocker, auch Gramicidin, ein potenter 
Kationenionophor und nicht zuletzt stark depolarisierende hohe Kalium-
Konzentration selbst, eine vermehrte thrombozytäre Degranulation, 
gemessen an membranärer P-Selektin Expression.  
Auffällig ist die Tatsache, dass Charybdotoxin allein zu keiner messbar 
erhöhten thrombozytären Degranulation und P-Selektin Expression führte, 
obwohl es eine starke Depolarisation induzierte und die thrombozytäre 
Adhäsion signifikant steigerte. Das deutet darauf hin, dass neben der 
Depolarisation noch andere Aktivierungsprozesse von Bedeutung sind. 
Dazu passt die Beobachtung, dass die durch EDHF und EETs auf 
Thrombozyten vermittelte Hyperpolarisation und reduzierte P-Selektin 
Expression nur mäßig ausgeprägt war, während die durch EDHF / EETs 
Behandlung erzielte Hemmung der thrombozytären Adhäsion an 
Endothelzellen sehr ausgeprägt war. Dieser „quantitative“ Unterschied 
könnte ebenfalls darauf hindeuten, dass neben Membranpotential-
abhängigen Effekten auch noch andere Signalwege von Bedeutung sind. 
Beispielsweise könnten über thrombozytäre G-Proteine intrazelluläre 
Signalkaskaden mit Änderung der intrazellulären Calciumkonzentration 
aktiviert worden sein wie es für Endothelzellen beschrieben wurde (49). 
 
Ob EETs allerdings durch die thrombozytäre Membran diffundieren 
können oder ob sie via transmembranärer Proteine oder anderer 
Fettsäuren intrazelluläre Reaktionen in Thrombozyten bewirken können, 
ist aktuell noch unklar.  
 
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass für die funktionellen            
EDHF / EETs Effekte auf Thrombozyten die beobachteten Änderungen 
des Membranpotentials eine wichtige Rolle spielten, aber eine Rolle 
anderer Signalwege, die ebenfalls von EDHF / EETs beeinflusst worden 
sein könnten, nicht ausschließen.  
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5.5. Identität von EDHF - Sind EDHF und EETs 
identisch? 
 
Als erstes Indiz, dass EDHF eine EET darstellen könnte, ist die 
beobachtete Analogie der thrombozytären Beeinflussung der von den 
Endothelzellen im Rahmen unseres Bioassays (s. 3.6.1.) gewonnenen 
Überständen und den extern zugegebenen Epoxyeicosatriensäuren 
(EETs) zu werten. Beide hyperpolarisierten Thrombozyten, verringerten 
die Adhäsion an HUVEC und hemmten die ADP-induzierte Degranulation. 
Diese Effekte waren allesamt über Calcium aktivierbare Kalium-Kanäle 
(KCa-Kanäle) vermittelt. 
 
Um die Frage der Identität unseres EDHF weiter klären zu können, 
generierten wir eine CYP2C9 stabil überexprimierende Zellinie. Auch 
Überstände dieser Zellinie hyperpolarisierten Thrombozyten und hemmten 
ihre Adhäsion an HUVEC nach endothelialer Bradykinin-Stimulation 
deutlich. Auch diese Effekte waren über Calcium aktivierbare Kalium-
Kanäle (KCa-Kanäle) vermittelt, was als ein weiteres Indiz der EDHF - EET 
Analogie gewertet werden kann. 
 
Um letztendlich Klarheit zu bekommen, wurden die gewonnenen 
Überstände der CYP2C9 stabil überexprimierenden Zellinie durch 
Massenspektometrische-Liquidchromatografische Messung (MSLC) auf 
ihren EET-Gehalt hin analysiert. 
In der Tat ließen sich in allen analysierten Proben relevante 
Konzentrationen verschiedener EETs nachweisen. Durch Bradykinin-
Stimulation ließ sich die Menge der nachgewiesenen EETs in allen Proben 
noch deutlich steigern. Allerdings zeigte sich mit 89,6 nmol/L (unstimuliert) 
und 155,4 nmol/L (BK-stimuliert) die größte Menge des Stereoisomers 
8,9-EET. In geringerer Konzentration zeigte sich mit 58,0 nmol/L und nach 
Stimulation 119,2 nmol/L 14,15-EETs. 
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Überraschenderweise zeigte sich nur 0,62 nmol/L und stimuliert 0,94 
nmol/L des Stereoisomers 11,12-EET. Das Isomer 5,6-EET konnte nicht 
nachgewiesen werden. 
Ebenfalls nicht nachgewiesen werden konnten weitere Lipooxygenase 
Produkte, wie z.B. (z.B. 5-HETE, 12-HETE, 15-HETE), trotz hochsensitiver 
Meßmethoden (133). 
Bezüglich der Menge der detektierten EETs in den Überständen ist 
festzustellen, dass wir mit 100 nmol/L 11,12-EETs thrombozytäre Hyper-
polarisation und funktional hemmende Effekte auf Thrombozyten messen 
konnten. Allerdings fanden sich in den analysierten Proben erstaunlicher-
weise nur geringe - allein wahrscheinlich nicht wirksame - Mengen des 
Stereoisomers 11,12-EET. Es fanden sich jedoch relevante Mengen      
der Stereoisomere 8,9- und 14,15-EETs in den analysierten Proben. 
Addiert man die Menge von nachgewiesenen 8,9-, 11,12- und 14,15-EETs 
pro stimulierter Probe zusammen, ergibt sich ein Gehalt von etwa         
275 nmol/L. Diese Menge an wirksamen Gesamt-EETs ist mit den von uns 
gemessenen Effekten gut vereinbar, wobei die Menge des Verlustes der 
Schockgefrierung und ggf. des Transportes der Überstände noch nicht 
berücksichtigt wurde. Weiterhin ist zu beachten, dass lediglich das 
CYP2C9-Gen, nicht aber die Kombination aus CYP2C8/9, stabil 
transfiziert werden konnte und sich daraus potentiell auch geringere   
EET-Konzentrationen ergeben könnten. 
Da bei Beginn dieser Arbeit die meisten Daten für 11,12-EET vorlagen 
und wir zudem - bezogen auf die Dosis - die größten hyperpolarisierenden 
Effekte mit exogenem 11,12-EET gemessen haben, wurde die Mehrzahl  
der Versuche mit dieser Isoform durchgeführt. Allerdings zeigten sowohl 
8,9-EET als auch 14,15-EET signifikant hyperpolarisierende Wirkung auf 
Thrombozyten (1 μmol/L). 
 
Abschließend kann gesagt werden, dass die MSLC-Messungen als ein 
weiterer Hinweis dafür verstanden werden können, dass 
Epoxyeicosatriensäuren (EETs) in unseren Ansätzen als EDHF fungierten. 
Der in dieser Arbeit untersuchte EDHF wurde demzufolge wohl Cytochrom 
P450 2C8/9-abhängig gebildet. 
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5.6. Mögliche pathophysiologische Konsequenzen 
 
Endotheliale Dysfunktion, Verminderung der endothelabhängigen 
Relaxation sowie aktivierte Thrombozyten selbst sind an der Entstehung 
der Atherosklerose beteiligt (60; 92; 94; 134; 139). Als Hauptursachen für 
den plötzlichen thrombotischen Verschluss mit folgenden ischämischen 
Herzinfarkt werden Aggregation und Adhäsion von aktivierten Thrombo-
zyten an instabilen atherosklerotischen Plaques angesehen (55).  
 
Im Rahmen dieser Dissertation konnten wir nun erstmals zeigen, dass 
kultivierte und stimulierte Endothelzellen einen Cytochrom P450        
2C8/9-abhängig gebildeten EDHF freisetzen, der NO- und Prostazyklin- 
unabhängig Thrombozyten hyperpolarisiert und deren Aktivierung und 
Adhäsion an Endothelzellen vermindert. Diese Effekte scheinen, 
zumindest teilweise, vom Membranpotential abhängig zu sein (75). Auch 
endotheliale Depolarisation und die daraus resultierende endotheliale 
Superoxid-Freisetzung kann Thrombozyten im Sinne einer Aktivierung 
beeinflussen (77-79). 
 
Für die wichtigen beiden anderen vom Endothel produzierten 
relaxierenden Autakoiden, Stickoxid (NO) und Prostazyklin (PGI2), sind 
vielfache gefäß- und kardioprotektive Effekte beschrieben. So hemmen sie 
die thrombozytäre Aggregation (4; 12; 86) und sowohl NO als auch 
Prostazyklin sind damit bedeutende Schutzfaktoren gegen das Entstehen 
arterieller Thrombosen (70; 100; 119).  
Unsere Daten unterstreichen, dass auch EDHF Einfluss auf wichtige 
thrombozytäre Funktionen, insbesondere ihre Adhäsion, hat. Eine 
besondere Rolle würde EDHF dann spielen, wenn er in atherosklerotisch 
vorgeschädigten Gefäßen oder unter den Bedingungen einer vermehrten 
Superoxidproduktion (Inaktivierung von NO) im Gegensatz zu NO 
unverändert gebildet würde oder wirksam wäre. Obwohl bei NO Hemmung 
theoretisch mehr EDHF gebildet werden kann (5) ist diese Frage noch 
unklar. Immerhin konnte im Tiermodell an diabetisch vorgeschädigten 
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Widerstandsarterien der Ratte sowie an Gefäßen von eNOS-knock-out-
Mäusen gezeigt werden, dass EDHF unter diesen Bedingungen eine 
bedeutende Rolle der (verbleibenden) endothelialen Gefäßdilatation 
einnehmen kann (13; 146; 160). 
Es ist daher zumindest vorstellbar, dass der EDHF-vermittelte hyper-
polarisierende, vasodilatatorische und antithrombozytäre Effekt auch im 
Bereich humaner pathophysiologisch vorgeschädigter Gefäße, z.B. bei 
atherosklerotisch bedingter Reduktion der NO- und Prostazyklinpro-
duktion, eine zentrale Rolle einnehmen und dann die Bedeutung anderer 
autakoider antithrombozytärer Faktoren unter diesen Bedingungen sogar 
noch übertreffen könnte (73; 146). Umgekehrt gibt es vereinzelt Hinweise, 
dass Störungen der EET / EDHF Produktion  bei Erkrankungen des 
kardiovaskulären Systems, wie z.B. Hypertonus oder renalen 
Erkrankungen, eine Rolle einnehmen könnten: Bei geringerer CYP2C-
Expression und verminderter EET-Produktion zeigte sich eine höhere 
Inzidenz dieser Erkrankungen (22; 71; 90; 132; 162). 
 
Ob diese von uns beobachteten Effekte aber tatsächlich die theoretisch 
mögliche klinische Relevanz haben, muss in weiteren tierexperimentellen 
in-vivo Experimenten und schließlich auch entsprechenden klinischen 
Studien geklärt werden. Auch die Frage, ob EETs bereits von unstimu-
lierten Endothelzellen in ausreichender Menge gebildet werden können,  
ist noch nicht ausreichend geklärt. 
 
Vielversprechend sind jedoch Daten von Archer et al., die eine deutlich 
höhere basale und stimulierte Freisetzung von Epoxyeicosatriensäuren, 
insbesondere 11,12-EET, in der linken Arteria mammaria interna (LIMA) 
als in der A. radialis und der Vena saphena magna zeigen (2; 64; 85). 
Viele vergleichende Untersuchungen zeigen, dass die Wiederverschluß-
rate der LIMA-Bypässe verschwindend gering ist im Vergleich zu 
Bypässen unter Verwendung der Arteria radialis und der Vena saphena 
magna (2; 64; 85). Es lässt sich spekulieren, dass für diese positiven 
Ergebnisse in der LIMA die thrmobzytenhemmende Wirkung von EDHF 
mit verantwortlich ist. Da in der LIMA normalerweise keine Atherosklerose 
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auftritt, wäre es vorstellbar, dass die EET-abhängig verminderte 
thrombozytäre Adhäsion in menschlichen Gefäßen möglicherweise einen 
eigenständigen und wichtigen protektiven Mechanismus bei Atheros-
klerose und thrombotischen Komplikationen darstellen könnte.  
 
Darüber hinaus gibt es auch Hinweise, dass auch Thrombozyten selbst, 
nach Stimulation mit Thrombin oder Plättchen-Aktivierendem-Faktor 
(PAF), EETs aus ihren Membranen freisetzen können (164). 
Möglicherweise könnte dadurch auch ein vom Endothel freigesetztes     
EET-Signal vom Thrombozyten durch weitere EET-Freisetzung noch 
selbständig verstärkt werden. 
 
In Zusammenschau verdeutlichen diese Daten eine möglicherweise 
wichtige Rolle von EETs und EDHF im menschlichen Koronar- und Herz-
Kreislauf-System und eröffnet damit zukünftige Therapieoptionen, die auf 
eine Verbesserung der EDHF-Wirkung abzielen. Neue therapeutische 
medikamentöse Ansätze über EDHF / EETs sowie Membranpotential-
modulierung sind zukünftig vorstellbar und könnten in der Therapie der 
Herz-Kreislauf-Krankheiten, die derzeit noch immer die häufigste 









Im Rahmen dieser Dissertation wurde der potentielle Einfluss des 
endothelialen hyperpolarisierenden Faktors (EDHF) auf Thrombozyten 
untersucht und geprüft, ob die EDHF Wirkungen durch eine (oder 
mehrere) Epoxyeicosatriensäuren (Produkte der endothelialen CYP450 
Monooxygenase) ausgelöst sein könnten.  
 
EDHF wurde bisher hauptsächlich, neben NO und Prostazyklin, als dritter 
funktionell bedeutender vom Endothel gebildeter vasodilatierender Faktor 
charakterisiert. Für NO und Prostazyklin ist vielfach eine Freisetzung in 
das Gefäßlumen und damit neben der lokalen dilatierenden Wirkung auch 
eine Beeinflussung zirkulierender Blutbestandteile, wie Thrombozyten 
beschrieben. Beide können die thrombozytäre Aktivierung und 
Aggregation effektiv hemmen und dadurch gefäßprotektive Wirkungen 
ausüben. Ob EDHF ebenfalls Blutbestandteile wie Thrombozyten beein-
flussen kann, war die Hauptfragestellung dieser Arbeit.  
 
Wir konnten erstmals im Bioassay zeigen, dass kultivierte menschliche 
Endothelzellen (HUVEC) nach entsprechender Stimulation einen EDHF 
freisetzen, der Thrombozyten hyperpolarisiert. Weiterhin konnten wir 
nachweisen, dass dieser Faktor die thrombozytäre Adhäsion an 
Endothelzellen sowie die thrombozytäre Aktivierung (P-Selektin 
Expression) hemmte. Diese Effekte waren - analog zu den hyper-
polarisierenden Effekten - vermittelt durch Aktivierung von Calcium 
aktivierbaren Kalium-Kanälen (KCa-Kanäle) mit großer (BKCa) und mittlerer 
(IKCa) Leitfähigkeit, nicht jedoch von denen mit geringerer (SKCa) 
Leitfähigkeit. 
  
Die beobachteten Hemmeffekte waren durch die EDHF Wirkungen auf 
das thrombozytäre Membranpotential erklärbar, ein zusätzlicher 
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ergänzender membranpotentialunabhängiger Effekt konnte jedoch nicht 
ausgeschlossen werden. 
 
Der in unserem Bioassay nachweisbare EDHF zeigte ähnliche 
Eigenschaften wie exogen verabreichte Epoxyeicosatriensäuren (EETs) - 
Produkte, die durch die Cytochrom P450 2C8/9 Oxidase im Endothel aus 
Arachidonsäure gebildet werden. Erhärtet wurden diese Befunde durch 
eine CYP2C9 stabil überexprimierende Zellinie mit endothelialen 
Eigenschaften, welche verschiedene EETs in physiologischen Konzen-
trationen freisetzte und deren Überstand ähnliche hyperpolarisierende und 
antiadhäsive Effekte auf Thrombozyten wie der EDHF hatte. EDHF stellte 
somit unter unseren experimentellen Bedingungen eine Epoxyeicosa-
triensäure (oder eine Mischung verschiedener EETs)  dar. 
 
Bei vielen Herz-Kreislauf Erkrankungen spielen thrombozytäre Aktivierung 
und Adhäsion eine wichtige Rolle. Insbesondere beim akuten Herzinfarkt, 
der Haupttodesursache in westlichen Industrieländern, kommt es in patho-
physiologisch, z.B. durch Atherosklerose, vorgeschädigten Gefäßen, 
aufgrund einer arteriellen Thrombusbildung zum kompletten Gefäß-
verschluss mit Myokardischämie. Daher könnte EDHF bzw. EET - infolge 
seiner thrombozytenhyperpolarisierenden und antiadhäsiven Effekte -   
von großer Bedeutung sein, vor allem, wenn er durch Risikofaktoren wie 
freie Sauerstoffradikale und Hyperlipidämie weniger stark beeinflusst 
würde als NO.  
 
Die Daten dieser Dissertation könnten somit zukünftiger Ansatzpunkt für 
weitere Untersuchungen sowie Basis für die Entwicklung potentiell 
gefäßprotektiver Medikamente zur effektiveren Therapie kardiovaskulärer 







Abb.  Abbildung 
Abc  Abciximab 
ACh  Acetylcholin 
ADP  Adenosindiphosphat 
APA  Apamin 
aqua dest. aqua destillata, destilliertes Wasser 
BK  Bradykinin 
BKCA  Calciumaktivierter Kaliumkanal mit großer (big) Leitfähigkeit 
bzw.  beziehungsweise 
ca.  circa 
CBTX  Charybdotoxin 
CYP  Cytochrom P450 Oxidase 
CYP2C9 Untertyp 2C9 der Cytochrom P450 Oxidase 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
EA.hy926 Endotheliale Hybridzellinie 
EC  Endothelzellen, endothelial cells 
EDHF  endothelium-derived hyperpolarizing factor 
   = endothelialer hyperpolarisierender Faktor 
EET  Epoxyeicosatriensäure 
et al.  et altera, und weitere 
g  Einheit der Fliehkraft  
IBTX  Iberiotoxin 
Fa.  Firma 
h  Stunden 
HUVEC human umbilical vein endothelial cells 
   = menschliche venöse Nabelschnur Endothelzellen 
IKCA  Calciumaktivierter Kaliumkanal intermediärer Leitfähigkeit 
KCA  Calciumaktivierter Kaliumkanal 
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L  Liter 
LIMA  linke Arteria mammaria interna 
L-NA  Nω-Nitro-L-Arginin 
mind.  mindestens 
mg  Milligramm 
mV  Millivolt 
μg  Mikrogramm 
ml  Milliliter 
μl  Mikroliter 
mM  Millimolar, mmol/L 
μM  Mikromolar, μmol/L 
n   Anzahl 
n.b.  nicht bestimmt 
nm  Nanometer 
nM  Nanomolar, nmol/L 
NO  Stickstoffmonoxid 
PAF  Plättchen-Aktivierender-Faktor 
PCR  Polymerase Kettenreaktion, polymerase chain reaction 
pg  Picogramm 
PGI2   Prostazyklin, Prostaglandin I2 
PRP  platelet rich plasma = Thrombozyten-Reiches Plasma  
PPP  platelet poor plasma = Thrombozyten-Armes Plasma 
Rpm.  rounds per minute = Umdrehungen pro Minute 
s. siehe 
S.  Seite 
s.o.  siehe oben 
sog.  so genannte 
SKCA  Calciumaktivierter Kaliumkanal mit geringer Leitfähigkeit 
Tab.  Tabelle 
u.a.  unter anderem 
z.B.  zum Beispiel 
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